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4. RICNIEDENTE (!) 

Denominazione 
Rssidenzs 



Ensoli Barbara 



3. TITOtO 

-Tat- di-HIV-1 o suoi derivati, da soli od in-Gombinazione, -a scopo vacctnale, 
profilattico e terapeutico, contro TAIDS, i tumori e le sindromi associate. 



Classe proposta (sez. cL scl) [gruppo/sottognippo) 
L. RIASSUNTO 



La presente invenzione concerne un vaccino, profilATTIco e terapeutico, antx- 
HIV,anti-AIDS e contro i tumori e le sindromi associate all'infezione da HIV 
che utilizzi proteine, peptidi e DNA 3wild-type o mutati*! del Tat di HIV, da 
solo od associato a proteine, peptidi e DNA di altri prodotti virali (Nef, Rev, 
Gag) o di citochine ad effetto potenziante la risposta immune antivirale. 
L* invenzione prevede anche la immunizzazione tramite cellule dendritiche auto- 
^^he, r immunizzazione mucosale o 1' immunizzazione ex vivo di cellule diel 
sangue periferico espanse tramite co-stimolazione con anticorpi monoclonali 
anti-CD3 e anti CD28. 
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DESCRiZiONE WOTARBARTO^^^^Af^p^ 

\ corredo di una domanda di brevetto per iMnvenzione industriaie dai titoio: 

"Tat di HlV-i o suoi derivati. da soli od in combinazione, a scopo vaccinaie, profiiattico e terapeudco. 
contro i'AlDS. i tumori e ie sindromi associate" 

A nomedi: Barbara Ensoii py Q 7 A H (1 fl 7 / 

Inventori: Barbara Ensoii ^ i ^ \)\)\J f 



La preseme invenzione conceme un vaccino, profilanico e terapeutico. anti-HIV. and-AJDS e coniro i 
tumori e ie sindroini associate all'infezione da HIV che uiiiizzi proieine. peptidi e DNA (wild-type o mutaii) 
del Tai di HIV. da soio od associate a proieine, pepiidi e DNA di altri prodotti virali (Nef, Rev, Gag) o di 
citochine ad effeno potenzianie ia risposta immune antiviraie.- L'invenzione prevede anche la 
immunizzazione iramire cellule dendriiiche autoioghe. Timmunizzazione mucosaie o rimmunizzazione 
vivo di cellule del sangue periferico espanse iramite co-stimolazione con anticorpi monoclonali and-CD3 e 
a^CD28. 

State deil-arie 

L'AIDS (sindrome da immunodeficienza acquisita) e causata dal virus HIV e cararterizzara da 
iuuuunoueficienza. insorgenza di tumori soprattUuG il sarcoma di Kaposi (KS) e linfomi a celJuIe B. infezioni 
opponunisriche ed aiterazioni del sisiema nervoso centraie. Poiche i'AIDS e diffusa in turto ii mondo ed ha 
un'eievara monaiira. uno degli obieuivi piu importanri di sanira pubbiica e io sviluppo di un vaccino anti- 
HIV profiiauico e/o lerapeuuco. A tale scopo e stato principaimeme uiilizzaio come immunogeno renveiope 
viraie o sue subunita. ma i risulrati sono stau insoddisfacenii per Pestrema variabilita deil'enveiope virale 
[Wain-Kobson. Curr. Opin. Genei. Dev. 3:878 (1993); Myers er ai.. Human Retroviruses and AIDS. 
Theoreticai Bioiogv and Biophysics. Los Alamos. NH. 1995)]. Penanto si ritiene che. in altemadva 
niriiririuniia sieriiizzante. possa essere sufficienie onenere ii bio-.;:.^. della progressione deH'infezione 
:-r.cc:rio rerapeutico). inoitre. risposie immuni proieuixe posson." issere onentuie unlizzando come 
imiv.unogeni regioni di DNA deirageme paiogeno [Lu ei ai.. J. ViroL 70:3978 (1996); Boyer ei al., Narure 
Med. 3:526 iivvTj]. In considerazione dei daii sperimenraii pubbiicaii. rinventore ritiene necessario 
miiizzai'e un \accino allesiito con prodotti virali diversi da env che siano piu conservaii tra i vari isoiau di 
in grado di induire un'eificace risposta immune sia umoraie che celiulare, e che abbiano una funzione 
viiaie per ii N'irus. 

QuesTi debbono essere sperimeniati nei modeiio dei primari non umani in quanro ii sisiema immune e' piu' 
simile a queiio deiTuomo di queilo di animaii fiiogeneiicamenie piu' disianu e nei quaii si sviiuppa .AIDS dopo 
infezione. La proreina regoiairice Tai di HIV-i possiede ruui quesri requisin '- p rnn<;pn^3ra immimnfrpnir^ pn 
esserizialc^ per le fasi precoci deii iniezione viraie. Inoirre Tat svoige un ruoio fondamentale non soio nella 
repiicazione viraie e neiia irasmissione e progi*essione deli 'infezione. ma anche come fatiore di insorgenza e di 
progressione dei rumori associati ali'.AiDS. quaii ii KS che e ii uimore piii frequente associate air AIDS, e di 
airre sindromi e sintomi che insorgono dopo i 'infezione da HiW 

Tar e una proteina di 86-102 aminoacidi. a seconda dei ceppi x irali. codificata da due esoni. Tat e prodotia 
precocemenie dopo i'infezione. si localizza nei nucleo e transaui\ a i'espressione dei geni virali imeragendo 
con ia sequenza bersaglio ''Tai-responsix'e element" (T.^aR) deii"LTR [Chang et al., J. Biomed. Sci. 2:189 
( 1995)]. Tat potrebbe anche avere un ruoio neiia viruienza di WW iramiie altri meccanismi di azione nei ciclo 
viraie [Huang et ai.. EMBO j. 13:2886 (1994): Neuvet et ai.. j. Viroi. 70:5572 (1996); Harrich ei al.. EMBO 
J. 16:6 { i997j: Li et ai.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:8 i io (1997)]. II prodorio del primoesone (aminoacidi 
i-72) e conser\aio in diversi isoiaii \'iraii [Myers ei ai.. Human retroviruses and AIDS. Tneoreticai Biology 
and Biopii}'sics. Los Aiainos. (iv95)j ed e sufficienie per ia iransatiivazione di HIV-1 [Chang et al., i. 



i 



o« o e 0 « 



-Biomed. Sci. 2:189 (1995)]. Esso contiene 4 domini. II dominio acidico (aminoacidi 1-21) e imponanie per 
.rinier&zione'di Tai can proieine cellulari; la regione ricca in cisteine (aminoacidi 22-37) rappresenta il 
dominio di transanivazione. Quesia regione e la piu conservata negli isolari primari [Meyerfaans et al., Cell 
58:901 (1989)]. La sostituzione della cisteina 22 con una giicina abolisce la capacita di Tai di iransanivare 
rHIV-LTR [Yang ei al, J. Virol. 70:4576 (1996)]; la regione core (aminoacidi 38-48) e anch'essa conservata 
ed importante per Tanivazione, e la sostituzione della lisina 41 con una treonina inattiva Tattivita 
oansanivante di Tat suli'LTR di HIV [Kashanchi ei ai., J. Virol. 70:5503 (1996)]; il dominio basico 
(aminoacidi 49-57), ricco in arginine e lisine, e necessario per la localizzazione nucleare e lega specificamenie 
ii suo RNA bersaglio (TAR) [Chang et al., J. Biomed. Sci. 2:189 (1995)]. Inoitre, la regione basica e 
responsabile del iegame del Tat exiraceliulare alreparina e agii eparan solfaii proteogiicani (HSPG) [Chang et 
al.. AIDS 11:1421 (1997)]. Mutazioni neila regione basica aboliscono quesie inierazioni. La porzione 
carbossi-ierminaie di Tat non e necessaria per la transanivazione dellLTR, ma contiene una sequenza 
arginina-glicina-acido asparrico (RGD), normalmenie presente neile proieine della mairice exrraceilulare 
(ECM), responsabile del legame di Tat ai recenori iniegrinici aspi e ay^s e degli effetti di Tat sui tumori 
associaii all* AIDS e sui sistema immune, vascoiare e nervoso [Barillari et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 
149:3727 (1993); Ensoli et al., Nature 371:674 (1994); Zauli et al., Blood 80:3036 (1996); Chang et. ai., J. 
Biomed. Sci. 2: 1 89 (1995]). Durante Tinfezione acuta delle cellule T con HTv-l o dopo transfezione del gene 
tat in cellule COS-K la proteina Tax e rilasciata in assenza di morte ceiiulare neirambiente extracellulare 
[(^feoli et al., Nature 345:84 (1990); Ensoli et ai., J. Virol. 67:277 (1993); Chang et al., J. Biomed. Sci. 2:189 
(1995)]. II riiascio di Tat dalle cellule infettate awiene anche in vivo poiche Tat e presente nel siero di 
soggeni infeni [westendrop et al., Nature 375:497 (1995)] e neiie lesioni AIDS-KS [Ensoli et al., Nature 
371:674 (1994)]. Dopo il riiascio, una pane della proteina rimane in forma solubiie mentre Taltra si lega agli 
HSPG delia ECM. Tat legato agii HSPG puo essere recuperato in una forma solubiie daireparina. II legame 
con reparina e dovuto alia regione basica di Tat, previene gli efrerti del Tat extracellulare e proiegge la 
proteina dall'ossidazione tanto da averci consenrito la purificazione di Tat con alta atiivita biologica [Chang 
et al.. AIDS 1 1: 1421 (1997)], Tat exiraceliulare puo essere iniemalizzaio dalle cellule, puo migrare nel nucieo 
e transani\'are I'espressione del genoma virale [Frankei ei ai.. Cell 55:1 189 (1988); 'Mann et al., EMBO J. 
10:1755 (1991): Marcuzzi et ai., i. Viroi. 66:4228 (1992); Ensoli et ai., J. Virol, 67:277 (1993)]. 
L'iniemaiizzazione di Tat awiene per endociiosi mediata dal iegame delKRGD airaspi e OvPa [Barillari et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7941 (1993) Ensoli et al.. Nature 571:674 (1994)] e/o tramite endocitosi 
mediaia daiia regione basica che si lega agli HSPG. 

Tat puo anivare la replicazione virale e la diffiisione delrinfezione anche uamite meccanismi indiretd che 
coin\ oigono la moduiazione-delrespressione di geni ceiiuiari. che hanno un ruolo chiave nel controilo della 
SQDra\A i\'enza celluiare. e di citochine infiammaiorie con effeno suiia replicazione virale [Chang et al., J. 
OUed. Sci. 2:189(1995)]. 

Oitre ad essere essenziaie per la replicazione del virus, Tat svoige un ruolo mono importante nelia patogenesi 
deirAIDS. Tat e in grado di modulare la soprav\ivenza e proiiferazione di cellule infettate e non infettate 
deierminando Tanivazione o repressione di ciiochine. quail IL-2 [Puri et al., AIDS Res, 11:31 (1995); 

W'eStendorp et ai.. J. yjrni ftR-4 \ J'f [^OOAy rW^mnyin nr -^i ? 'v' l nr . ; nO - /LQ7 (tgOl)] n ^VAnj rh^ gvmgnno 



un ruolo chiave nel ciclo celluiare [Sharma ei al.. Biochem. Biophys. Res. Co. 208:704 (1995); Zauli et al., 
Blood 86:3825 (1995); Li et ai.. Science 268:229 (1995); Wesiendorp et al.. Nature 375:497 (1995); Gibeilini 
ei al.. Blood 89: i 654 (1997)]. Gli efreni anti- o pro-apoptotici di Tat dipendono da diversi fanori quali il 
tipo ceiiulare. dal fauo che Tat sia espresso dalla celluia o aggiunio alia celluia, e daiia sua concentrazione 
[Ensoli et al.. Nature 345:84 (1990): Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993); Zauii et al., J.Immunol. 157:2216 
0996)]. 

Tat e ii fanore responsabile deiraumeniaia frequenza ed aggressivita del KS in soggetii infertati da HTV-i 
[Ensoli et al., AIDS Updates, Eds. V. De Vita. Jr., Hellman S,, Rosenberg S.A., Lippincon J.B., 
Philadelphia: 7: 1 (1994); Corailini et ai„ Cancer Res. 55: 1 (1993)]. II KS e un tumore di origine vascoiare e 
la neoplasia piu frequente in soggeni infeiiati dai virus. Tat induce ie cellule KS e le cellule endoteiiali artivate 
da citochine infiammaiorie (IC) a migrare, esprimere collagenasi IV, invadere ia ECM e proliferare, processi 
necessari per Tangiogenesi e IMnvasione tumoraie. [Ensoli et al.. Nature 345:84 (1990); Ensoli et al., J. Virol. 
67:277 (\993): Ensoli et ai., Nature 371:674 (1994); Aibini et al., Proc, Nad. Acad. Sci. USA 92:4838 
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.(1995); Fioreiii et ai., J. Clin. Invest 95:1723 (1995)]. Questi effetti del Tat sono indotti dalle iC^poiche 
.esse siimolano respressione dei recertori per Tai, Vas^i e avPs [Barillari et a]., Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 
7941 (1993)]. Tai mima TefFeno deile proieine della ECM, quali la fibronectina e la vitronectina e la regione 
contenente la sequenza RGD e la regione basica sono necessarie per gli efFetri del Tai extraceilulare sulie 
cellule KS, suirangiogenesi e sulla progressione del KS. La dimostrazione della presen2a di Tat extraceilulare 
e dei suo legame in vivo ai recenori per il Tat nelle iesioni AIDS-KS [EnsoH ei al., Nature 345: 84, 1994] 
sosnene Tidea che Tai sia coinvolto neilMnsorgenza e nei mantenimenro del KS associato air AIDS. Inoltre 
Eopi transgenici per il gene tai sviluppano cumori tipo KS 0 di aitro fenoupo a seconda del livello di 
espressione del iransgene fvogei er al., Nature 335: 601 (1988); Corailini et al., Cancer Res, 53: 5569 
(1993)]. 

E' siato suggeriio che Tat svolga anche un ruolo nei fenomeni iperproliferadvi e nella patogenesi dei linfomi 
B frequentemenie osservati in individui sieroposidvi ed in topi-transgenici per IM [Veil uuni et al., AIDS Res. 
Hum. Retrov. 11:21 (1995)], tramite meccanismi che coinvolgono raumento deU'espressione di bcl-2 e di 
ciiochine [Puri ei al.. Cancer Res,. 52:3787 (1992)]. Altre evidenze confermano un possibile ruolo di Tat 
neironcogenesi [Kim et ai., Oncogene 7: 1525 (1992)]. 

Tat puo anche anivare respressione di promotori viraii quali quelli degii herpesvirus ed aiiri virus che si 
riani\'ano in soggeni con AIDS favorendo Tinsorgenza e la progressione di infezioni opportunistiche [Chang 
et ai.. J. Biomed, Sci. 2:189 (1995)]. 

infme, sembra anche eserciiare efieni neurotossici sia diretti, tramite la regione basica e I'RGD, che 
indireni tramite I'induzione di citochine infianMiatorie ad effetto tossico sui neuroni del sistema nervoso 
cenuale 0 suila barriera emaioencefalica [(Chang et al., J. Biomed. Sci. 2: 189 (1995)]. In soggetd adulti ed in 
soggeni pediatrici le alierazioni dei sistema nervoso cenirale possono portare a demenza e ad alterazioni 
deirapprendimento e del componamenio. rispettivameme. 

Per quanto riguarda ia risposia immune ai Tat, diversi suzdi suggeriscono che gli anticoipi anii-Tai hanno un 
ruoio proienivo e possono controliare i'evoiuzione della malattia in vivo [Reiss e: al., J. Med Virol. 30:163 
(1990): Rodman et al.. Proc. Nad. Acad. Sci. USA 90:7719 (1993); Rodman ei al., J. Exp. Med. 175:1247 
(1992): Re et ai.. J. Acquir. Immun. Deilc. Syndr. 10:408 (1996)]. Inoitre, in vitro, anncorpi anu-Tai, non 
solo sopprimono rintemalizzazione, ranivazione irans-celiulare di Tat e Tinfezione [Ensoii et al., J. Virol. 
67:277 (1993); Re et al.. J. Acq. Immun. Def. Synd. 10:408 (1995)], ma inibiscono anche la proliferazione, ia 
migrazione indotta da Tat di cellule AIDS-KS e ia formazione di Iesioni simii-KS indotte da nei topo [Ensoii 
et al.. Nature 345:84 (1990): Ensoii et al.. J. Virol. 67:277 (1993); Ensoii et al., Narure 371:674 (1994)]. 
Inline, i nostri risultaii preliminari indicano che aniicorpi and-Tai sono assenii in soggetti con AIDS-KS 
suggerendo che questi individui non possiedono atiivit^ anticorpali bloccanti il Tat extraceilulare e, pertanio, 
cQquesta proteina possa agire indisrurbaia. 

Lo s\'iluppo di una risposia celiuio-mediaia and-Tat neila fase iniziale dell'infezione e importanie nei 
coniroiio dell'infezione [Voss et ai.. Viroiogj- 208:770 (1995); Rinaldo ei ai., AIDS Res. Hum. Retrov. 
1 i :4S 1 (1995): Harrer et al., AIDS Res. Hum. Retrov. 12:585 (1996)] ed esiste una correiazione inversa tra la 

presenza di CTL speciFiche anti-Tat e la progressione della ma)^^^^ [^^" ^^^^ ^ ^^p" Virnl, 78:1913 

(199/)j. Simiil risultati sono Stan onenuri da srudi condorii su macaciii inoctilau con STvmac [Lu et al., J. 
Viroi. 70:3978 (1996): Venei et al.. J. Immunol. 148:2899 (1992)]. Inoitre recenii studi in topi di varia specie 
in cui ii Tat e stato inoculaio sia sorto forma di piasmide che di proteina hanno indicato che ^ possibile 
indurre una risposta sia imiorale che celiuiare verso la proteina [Hinkula et al., J. Virol 71:5528 (1997)] 
benche si sia osserx^ata variabilita da specie a specie di topo e questi risultati non siano stau riprodotu con gli 
siessi immunogeni in uno studio sui primati non umani [Quesada-Rolander et al., ABS 6-S 1 , 2nd European 
Conferenceon^Evperimentai AIDS Resarch. Stockholm, Sweeden, May 3i-June 3 (1997)]. La mancanza di 
riproducibiiita deiia sperimentazione vaccinale nei lopo rispeno a quella dei primad non umani e fiequeme e 
probabilmenie dovuta al sistema immune che e difrerenie nelle due specie animali e che puo' dar luogo a 
risposie immuni differenti con io siesso immunoigeno, come evidenziato per I'HIV con la proteina Env del 
virus. Cio richiede che gli immunogeni candidati per le sperimentazioni vaccinal! per Tuomo siano saggiati nei 
primati non umani e non solo in specie inferiori. 
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L*inventore ririene che alire proteine virali, o ioro pani, possano essere associate al Tai e potenziare una 
risposta immifiie specifica coniro THIV, ed essere di beneficio anche per la vaccinazione contro Tinsorgenza 
di tumori e di aitre paiologie o sinromi associati airinfezione di Hfv . Quesii prodorti sono le proteine Nef, 
ReveGagdi HIV. 

II Nef e un'altra proieina regolairice virale importante per lo sviluppo della malania [(Allan ei al.. Science 
230:813 (1985); Franchini et al., Virology 155:593 (1986); Guy et al., Nature 330:266 (1987)] prodotta 
precocememe dopo Tinfezione e rilasciaia nelPambiente extracellulare. Nel sistema SIVmac/macaco la 
presenza di Nef correla con alie dosi di carica virale e con la progressione verso rAE)S [(Kesiler et al.. 
Science 248:1109 (1991)]. II Nef e piu variabile del Tat [(Myers et ah, Human Retroviruses and AIDS. 
Theoretical Biology and Biophysics. Los Alamos, NH (1995)]. Nef e una proteina immunogenica [(Goben 
etaL, Virology 176:458 (1990); Choppin et ai., J. Immunol. 147:569 (1991); Culman et al., J. Immunol. 
146:1560 (1991); Tahtinen et al., Virology 187:156 (1992)], ed e capace di indurre CTL [(Bourgault et al.. J. 
Virol. 66:75 (1992); Couiilin et al., J. Exp. Med. 180:1129 (1994)]. In particolare e stata evidenziata una 
regione immunodominante nella regione cenirale di Nef (regione 73-144) che e riconosciuta dalla maggior 
pane dei pazienti con CTL anti-Nef. 

Rev e una proteina regolatrice virale prodotta precocememe durante Tinfezione [Gait et al., Trends 
Biochem. Sci. 18:255 (1993); Parslow, Human Retroviruses, Ed. B.R. Cullen, IRL press, Oxford, England, p. 
101 (1993)] e rilasciata neirambiente exu^celluiare. Rev e essenziale per la replicazione di HIV e la 
jr^essione della malatda* ed e codificata da due esoni, parzialmenie sovrapposii a quelli codificanti per 
TanT Rev e una proteina nucleare [Felber et al., Proc. Nad. Acad. Sci. 86:1495 (1989)] necessaria per 
Tespressione degli RNA messaggeri virali per le proteine tardive [Malim et al., Nattire 338:254 (1989)]. Rev 
^ una proteina altamente conserv'aia fra i diversi isolau virali di KTV-l [Meyers et al.. Human Retroviruses 
and AIDS: A compilation and analysis of nucleic acid and amino acid sequences, Los Alamos Laboratory, 
Los Alamos, NM p. I (1993)] ed e irfinunogenica. Induce, infani, la produzione di anticorpi specific! direiti 
contro i due dominii funzionaii deila proieina [Piikingion et al.* Mol Immunol. 33:439 (1996)] durante 
Pinfezione naturale neiruomo [Reiss et aJ., AIDS Res, Hum. Retrov. 5:621 (1989)] e dopo inoculazione nel 
lopo [Hinkula et al.. J, Virol. 71:5528 (1997)]. La diminuzione dei liveili sierici degli anticorpi anti-Rev 
sembra correlare con la progressione verso r AIDS [Reiss et ai.. ADDS Res. Hum. Retrov. 5:621 (1989)]. Rev 
e in grado di indurre CTL sia neiPuomo che nella scimmia [van Baalen et al., J. Gen. Virol. 78:1913 (1997); 
Venet et ai.. J. Immunol. 148:2899 (1992)] ed e stato riponaio che una risposta CTL specifica anti-Rev, 
precocememe durante Tinfezione. correla inversamente con la progressione della malattia [van Baalen et al., 
J. Gen. Virol. 78:1913 (1997); Venet et al.. J. Immunol. 148:2899(1992)]. 

Un'aitro bersaglio virale e rappreseniato dal gene ^ che e espresso tardivamente durante Tinfezione e 
codifica per un gnippo di proteine strutturaii del capside aitamenie immunogeniche [Bruisten et al., J. Infect. 
rr> 166:620 (1992); Sipsas et al.. J. Clin. Invest. 99:752 (1997)]. I liioii anticorpaii anti-Gag rimangono 
eferati e siabili nella fase asintomatica deirinfezione. mentre diminuiscono a liveili moiio bassi quando 
rinfezione progredisce ad AIDS conciamato. in concomiianza con il calo dei linfociti CD4-i- e il ritrovamento 
del virus nel sangue [Baur et al,. i. Infect. Dis. 165:419 (1992); Koup et ai., J. Virol. 68:4650 (1994)]. Le 
proteine dei Gag inducono aniviia CTL precocememe durante rinfezione, sia neiruomo che nei primati 
[Mcfariond ci al.. J. Lif. Dis. 170.766 (199 4): Yasutomi et ai.. j. Virol. 70:678 (1996)], e la loro presenza 
correla significativamente con il conu-oilo della viremia iniziaie e della progressione della malartia [Klein et al., 
J. Exp, Med. 181:1365 (1995); An'oshi ei al.. AIDS 9:555 (1995); Rinaldo et al., J. Virol., 59:5838 (1995); 
Yang et al., J. Virol. 70:5799 (1996); Lubaki et ah. J. Infect. Dis." 175:1360 (1997)]. Infine, le proteine pl7 e 
p24 comengono epitopi immunodominanti che sono consen'ati tra diversi isolad di HIV-1 e HTV-l e 
riconosciuti da CTL [Linaua et ai.. i. Virol. 65:40 (1991): Buseyne et al., J. Virol. 67:694 (1993); Nietfield et 
ai.. i. Immunol. 154:2189 (1995): van Baalen et ai., i. Gen. Virol., 77:1659 (1996); Nixon et al.. Nature 
336:484 (1988)]. 

L'invemore riiiene che citochine. o loro parti, quali TIL- 12 e I'IL-15, o altre citochine ad azione 
immunomoduianie o comunque potenzianie Teffeno immunogenico di Tat possano essere utilizzate come 
adiuvanii nelia vaccinazione anri-Tat. L'IL-12 e una potenie citochina immunoregolatrice prodotta dalle 
ceiluie presenianti Tandgene quali cellule B e dendriuche [Per review vedi Trinchieri, Curr. Opin. Hemaioi. 



4 



> o o 
oo oo 00 




4:59 (1997)]. L'IL-I2 e prodooa precocememe dopo Tinfezione da HTV ed ha azione proinfiamm ^Tnnp 
inducendo le cellule NK e i linfociii T a produrre IFN che determina I'attivazione dei fagociti^e-^ 
rinduzione di linfoclti Tnl. L'IL-I2 svolge un ruolo fondamentale neiraumentare la vesisxeD^ittixon] 
di mo lie infezioni causaie da baneri, fiinghi, virus ed ha un'elevata attiviia antitumorale. S'Jpen^ che i'' 
che inducono un'immunodepressione, quali THIV e il virus del morbillo, agiscano/^<^e attra | 
meccanismi che sopprimono laproduzione di IL-I2. [Grosjean et al, J. Exp. Med. 186: 8^X^597); F; j 
Vivier ei al, J, Exp; Med. 186: 813 (1997) Schnorr et al, Proc. Nad. Acad. Sci. USA. 94: 53MJ1^ 

L'IL-15 e una citochina pleiotropica espressa dai tessuti non linfoidi, dai monociti/maCTq^gi altiv^^ 
dalle cellule dendritiche [Quinn et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 239:6 (1997); Jonm&iihelt^, J. 
Immunol. 158:2610 (1997)]. L'IL-I5 svolge un ruolo importante nella regolazione deir attiviia NK, della 
proliferazione dei linfociii T e deiraniviia CTL [JuUien et al., J. Immunol. 158:800 (1997); Carson et al., J. 
Clin. Invest. 99:937 (1997)]. L'IL-15 induce Tespansione dei CTL contro aniigeni di HIV, in assenza di IL-2 
e linfociii T CD4-*- funzionali [Kanai et al., J. Immunol. 157:3681 (1996); Agostini et ai., Blood 90:1115 
(1997)]. Inolire, TIL- 15 come riL-2, induce la comparsa di linfociii doiati di aitivita citotossica 
("lymphokine-acuvaied killer', LAK) e siimola la produzione di IFNy nei PBMC di pazienti sieropositivi 
[Lucey ei ai., Clin. Diagn. Lab. Immunol. 4:43 (1997)]. L'IL-15 aiiiva i monociu a produrre chemochine, 
svolgendo un ruolo di regolazione nell'innesco dei processi infiammatori [Badolato ei al., Blood 90:2804 
(1997)]. 

Neii ambiio dei diversi sisiemi voiti alia generazione di vaccini eflBcaci antivirali ed antitumorali, Tinventore 
ritiene che Futilizzazione di cellule dendritiche possa essere un elemento chiave neirinduzione della risposta 
immune al Tat. Cio' e' dovuto al fano che quesie sono ie cellule piu emcienii nel presentare Tantigene e ie 
uniche in grado di siimolare linfociii vergini, in assenza di adiuvanti [Steinman R.M., Exp. Hemaiol. 24: 859 
(1996)]. L'uso di cellule dendritiche sostimisce la funzione di numerosi adiuvanti che consiste nell'indurre 
una risposta immunitaria non specifica (immuniia namrale) che a sua volta in presenza deil'anrigene genera 
una potenie risposta specifica primaria. 

Poiche' la irasmissione dell'infezione da HIV awiene prevaientemente a livello mucosale (genitale e rettale 
nelradulio. oraie nei neonate). I'inventore ritiene che rinduzione di immuniia' proiemva a livello mucosale e* 
un obienivo di primaria importanza. Numerosi smdi hanno recentemenie dimostrato la possibilita' di indurre 
immunizzazione mucosale locale e sistemica. In panicolare la via nasale e quella orale si sono dimosirate fra 
ie piu' efScienii nelrindurre una erficace risposta immunitaria mucosale anche in siti distanti, quali le mucose 
geniiaii [Rosenihal et al.. Seminars in Immunology 9:303 (1997); O'Hagan et al., Novel Delivery Systems for 
Oral Vaccines. Eds. O'Kagan, D.T. CRC Press Boca Raton, FL, p. 176 (1994)]. 

Studi recenti hanno dimostrato che la cosiimolazione di linfociii CD4-i- con biglie paramagnetiche 
ricopene con aniicorpi monocionaii anii"CD3 e anti-CD28 determina I'espansione logaritmica e policionale 
dei linfociii provenienii da soggetti im'eui con Hrv [Levine et al., Science. 272: 1939-1943 (1996)] senza 
auivare ia replicazione e ia propagazione del virus. Questa artivita aniivirale e conseguente alia moduiazione 
iiegati\ a dell'espiession e di CCR5, ii c o re c e tto r e p er i ceppi monociiotropi deirillV"! [Cas r oi ci al, Science. 
276: 273-276. (1997)] e. in misura minore agli elevati livelli di chemochine indotti mediante cosiimolazione 
con aniicorpi monocionaii anii-CD3 e anti-CD28 [Riley et ai, J.Immunol. 158: 5545-5553, (1997)]. 
L'inveniore ritiene che ia possibiliia di espandere linfocid autoioghi da soggetti infettaii con HIV in assenza 
di repiicazione/propagazione viraie consenie di approniare un efficace immunizzazione ex vivo , descrino 
negii esempi. che puo' essere di grande uiiliia' neli'aliestimento di un vaccino anu-Tat. 

L'inventore ritiene che quesie osservazioni suggeriscono che T immunizzazione con Tat da solo o 
combinaio con aliri prodoni virali o citochine immunomodulanti, o loro parti, poirebbe bloccare ia 
replicazione viraie in soggeui esposii dopo la vaccinazione e in soggetti giii infetti, manienendo Tinfezione in 
uno siadio abonivo che, penanio, poirebbe essere controilata piu facilmeme dai sisiema immune. Pertanio 
Finvenrore ritiene che un vaccino basaio sul Tat dovrebbe essere in grado di indurre una risposia immunitaria, 
sia umorale che celluiare. sufFiciente a bloccare o ridurre la replicazione o la irasmissione del virus e quindi a 



5 



o o 'oo oooo oo oo 00 oo / ^ 

proteggere dairinfezione, dalla malattia e dairinsorgenza dei tumori e di altre sindromi e sintomi associa 
0 air AIDS. E possibiie, quindi, impiegare il vaccine anti-Tat a scopi sia di prevenzione che di terapia. Intatl 
' una risposta umorale contro Tat potrebbe neutralizzare gli effetti di Tat extraceilulare riducendo e limitand 
rinfezicne, e gli effetti del Tat extraceilulare, njentre la risposta cellulo-mediata verso Tat e altre protein 
viraii, incluse nella formulazione vaccinale, dovrebbe disiruggere le cellule replicanri il vims e, quind 
conienere Tinfezione, e dare tempo sufficieme al sisiema immune deH'ospite di sviluppare una risposi 
inrunune compieta verso tune le componenti virali in assenza di danni irreparabili dovuti alFalia replicazion 
virale. 



Rivendicazioni 

L'oggeno delFinvenzione riguarda: 

1. un vaccino proieico o peptidico da appiicare airuomo, profiiaitico e lerapeutico, contro I'AIDS. i tumori ( 
le sindromi ed i sintomi associaii aH'infezione da HIV, che comprende proreine ricombinanti del Tai wild 
type e dei suoi muianii (Seq. 1-5), espresse e purificaie come descrino, o dei suoi pepiidi wild-type c 
mutanii (Pep. 1-7), che siano somministraii da soli o coniugati con Tepitopo T-heiper universale del lossoidt 
teianico o aliri peptidi T-helper; 

2. un vaccino come descrino sopra, combinaio con proteine ricombinanti o peptidi di Nef, Rev o Gag di 
HIV, oppure somminisiraio sonoforma di proteine di fusione Tai/Nef, Tai/'Rev, Tai/'Gag o parte deiie 
stesse; 

3. un vaccino come descrino sopra, in combinazione con proteine ricombinanti di citochine 
immunomodulaiorie, quali IL-12, IL-15 od altre molecole, o pani delle stesse, poienzianii la risposta immune 
aniivirale, oppure somminisirato sonoforma di proteine di fusione Tai/IL12, Tat/IL-15 o Tai/'altre molecole, 
o pane delle stesse. poienzianti la risposta immune antiviraie; 

4. un vaccino a DNA da appiicare aH'uomo, profilanico e terapeuuco, contro TAIDS, i tumori e le sindromi 
ed i sintomi associaii airinfezione da HIV, che comprende venori che codificano Tat wild- type o i suoi 
muianti (Seq. 1-5), o pani di essi, inseriii nei venore plasmidico pCVO o aim venori; 

5. un vaccino a DNA come descrino ai punio 4, in combinazione con molecole di DNA. inseriie nel venore 
piasmidico pCVO o aim venori, dei geni rev, nef e ^ ai HIV. o pane degii siessi, oppure somminisiraio 
sonoforma di plasmide co-esprimenie tai/'rev . tai/nef. laygag o pane degli stessi; 

6. un vaccino a DNA come descino sopra, in combinazione con moiecoie a DNA, basaie sul plasmide pCVO 
0 aitri venori. dei geni per le ciiochine immunomodulairici IL-12, IL-15 o aitri geni immunomodulatori. o 
pane degli siessi, poienzianti la risposta immune aniiviraie. oppure somministraio sonoforma di plasmide 
co-esprimenie iai/TL-12, iat/TL-15 o lau'altre molecole , o loro pani. in grado di potenziare la risposia immune 
antiviraie: 

7. un vaccino anti-Tai proieico. peptidico e/o a DNA da soio o combinaio come sopra, descrino per 
Timmunizzazione con cellule dendriiiche auioioghe medianie iranamenro ex vivo: 

8. un vaccino anii-Tai proieico. peptidico e/o a DNA , da solo o combiriaio come sopra descrino per 
rimmunizzazione mucosaie (nasale. oraie. vaginaie o renale): 

9. un vaccino anti-Tai proieico, peptidico e/o a DNA. da solo o combinaio come sopra descrino. per 
rimmunizzazione ex vivo ai celiuie aal saneue periferico di soggerti inienari che siano espanse iramite co- 
siimolazione con aniicorpi monocionali anii-CD3 ed anti-CD28 e reinnise neirospite. 

10. un vaccino terapeuiico anti-Tat proieico. peptidico e/o a DNA. come descrino, combinaio con inibiiori 
della replicazione virale. 

Descrizione dettagHata dcirinvenzione 

La presenie invenzione conceme un vaccino, profilanico e lerapeutico, coniro Tinfezione da HIV, la 
progressione verso I'AIDS. lo sviiuppo di lumori e di altre sindromi e sintomi insorgenri in soggeni infenati 
dal virus, che utilizzi molecole ricombinanti, proieiche, peptidiche e a DNA di Tat di HIV. Piu in panicolare, 
r invenzione conceme un vaccino basaio su Tat di HIV- 1 come immunogeno, inoculaio sorto forma di DNA 
e/o di proieina ricombinante o di peptidi, da soio o in combinazione con aiiri geni o prodoni genici virali 
(Nef, Rev, Gag) o parti di esse, oppure in combinazione con diverse ciiochine immunomodulairici (IL-12, IL- 
15) o il gene codificanie per una ciiochina immunomodulairice o pane di esse. Tat, Nef, Rev, CJag e le 
ciiochine immunomodulairici sono somminisiraii sia sono fonna di una miscela di proieine ricombinanti, di 
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pepiidi o di proieine di fusione (Tat/Nef, Tai/'Rev, Tai/Gag, Tai/'IL-I2, Tai/IL-I5) che di DNA pfasmidici. 
E' inoltre descrino un metodo di immunizzazione che utilizza cellule dendritiche autologhe' tratiat^ ex vivo 
con la proteina Tai ricombinanie, o suoi pepiidi, da sola, o con una miscela di proteine ricombinanti o 
pepudi (Tat, Nef, Rev, Gag) o con la proieina Tar e una o piu citochine immunomodulairici, o parti delle 
siesse, oppure trasdotie con venori eucariodci contenenti Tai da solo, o con geni virali codificand per Nef, 
Gag 0 Rev, oppure Tai e il gene codincante per una ciiochina immunomodulatrice o pane di essi. E' anche 
descritio Tuso per Finduzione di una risposta inmiune a livello mucosale. II Tat, o suoi peptidi, da sola o in 
combinazione con con proieine virali e/'o ciiochine e inoculaia anche a livello mucosale per poienziare ed 
indurre la risposia immuniiaria locale. La proieina Tai deirHTV, o sue sufaunita, sara anche udlizzaia per 
immunizzare ex vivo linfocid CD4+ e CD8+ isoiad dal sangue periferico di soggetti infeiti. Successivamenie. 
ie cellule specifiche per Tanrigene Tat saranno espanse in vitro mediante costimolazione con anticorpi 
monoclonaii diretd contro 11 CD3 ed il CD28 e reinfuse. E* infine descritto I'uso di mutanti di Tat, 
idendficad negli esempi, da uiilizzare come inununogeni in aliemativa a Tai wild type. I muiand di Tai sono 
i) neliaregione cisieinica (cys22) e ii) nella regione del core (lys41), iii) il mutanie deleio della sequenza 
RGD: iv) il doppio muianie neiia iisina 41 e neU'RGD. In aliemativa all'uso di mutanri di Tai o pepddi di 
Tai (wild type o muiaii in maniera analoga alia proieina) in caso di vaccinazione terapeudca si urilizzeranno, 
in congiunzione con Timmunogeno, inibiiori della repiicazione virale. 

La presenie invenzione verra ora descritta in suoi esempi specific!, illusuarivi, ma non linutadvi, in cui si 



Breve descrizione deiie figure: 

flGURA 1. Tesi di CAT per deieriiiinare la capaciia della proieina Tai-cys22 (Tat22) purificaia di 
compeiere con Taniviia iransanivanie della proieina Tat wild lype. Cellule H3T1, conienenti iniegraio nel 
proprio genoma il venore "reponer" HFV-l LTR-CAT [Sodroski ei al., Science 227:171, (1985)], in cui il 
gene per Tenzima cloramfenicoio aceul transferasi (CAT) e posto sono il controllo irascrizionale del 
promoiore LTR di HIV-i. sono siaie incubaie in presenza della proieina Tai wild lype (100 ng) da sola o in 
combinazione con un eccesso molare di proieina Tai-cys22 (1 ng). L'aniviia iransanivanie di Tai suIl'LTR 
di Hrv-1 e la capaciia della proieina Tai-cys22 di compeiere con Tat wild type, sono state deierminaie dopo 
48 ore. sonoponendo aliquoie degli esirani ciioplasmadci (corrispondend a 200 pigdi proieine) al saggio per 
la detemiinazione deiraniviia delKenzima CAT. come descrino [Ensoli ei al., J. Virol. 67:277 (1993)]. Sono 
indicate ie percenuiali (%) di-acetilazione del ^**C-cloramfemcolo. 

FTGURA 1 . Risposta umoraie del dpo IgG specifica and-Tai in scimmie vaccinate con la proieina Tat, 



^lenninaia mediante saggi inmiuno-enzimaiici (ELISA). (A) ripona i risultad onenud su due scimmie 
inoculate con 10 o con 100 f.ig di proieina Tai ricombinanie risospesa in 250 \il di siero autologo e 250 |ii di 
RIBI. per via sonocuianea in un siio: (B) ripona i risultad relarivi alia sciramia di controllo non inoculaia Le 
scimmie erano inoculate al tempo 0 e dopo 2, 5, 10, 15, 22 e 27 senimane. La presenza deila risposia 

aniicorpajg ann-Tar npi piagmi rif>gli animaii vflrrinari vpniv^ valnf a fn mnHi'nmn PT TP i A rf« nm' nll f CT i ^ i 

caranerizzati. La proieina Tai. era adsorfaiia ai pozzeni di piastre da 96 di PVC (100 ng/'pozzeito in 200 nl 
di tampone carbonato 0.05 M pH 9.6) per 12 ore a 4-C. Dopo 3 lavaggi con PBS-A Ix conienenie Tween 20 
(0.05%). si aggiungevano i sieri (in doppio) diiuiii 1:50 in 200 ptl di lampone carbonato, si incubava a 37^C 
per 90'. si lavavano i pozzeni con PBS-A ix/Tween, 0.05% e si evidenziava la presenza degii 
immunocomplessi mediante raggiunia di iOO \x\ di andcorpo secondario (diluiio 1:1000 in PBS-A Ix/Tween 
0.i%/BSA i%) coniugato con perossidasi di rafano, per 90' a temperaiura ambienie. Dopo 5 lavaggi dei 
pozzeni. si aggiungevano iOO |.d di substraio della perossidasi (ABTS i mM, Amersham) per 30-45' a 
temperaiura ambienie e quindi si procedeva alia letiura spenrofoiomeuica a 405 run. Ogni saggio ELISA 
inciudeva un siero policlonaie di coniglio and-Tai (controllo positivo) diluiio da 1:200 a 1:6400, e i sieri delle 
scimmie preievad al tempo 0 (controllo negadvo) diluid 1:50. II valore di cut off e stato considerate come ia 
media {± S.D. ) delle lenure dei sieri di tune le scinmiie, preievad al tempo 0, onenuie in tuni gii esperimend. 
I risukaii riponali nelristogramma reladvi a ciascun campione corrispondono alia media delle density ottiche 
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a 405 run delle letture dei due pozzeni, sottratti del valore del cut off ± S.D (AOEW05). >2,7: i valori di 
lettura erano fuori scala. 

FIGURA 3. Titolazione dei piasmi delle scimmie inoculate con iOO e 10 \ig di proteina Tat ricombinanie, 
descritti nella figura 2. 1 risultati in ordinata sono rappresentaii come il reciproco della diluizione piu alta dei 
siero che a 405 nm dava una lettura superiore al valore di cm off. 

FIGURA 4, Arialisi deila risposia umorale anii-Tat specifica di lipo IgM in scimmie inoculate con Tai e 
determinata medianie saggio ELISA. Tre scimmie (MI -3) inoculate sottocute con 10 ftg di proteina Tat 
ricombinanie risospesa in 250 jxl di siero autologo e 250 yA di RIBI e 3 scimmie (M4-6) inoculate sonocute 
con 10 ^g di Tat ricombinante risospesa in 250 \il di siero autologo e 250 \il di Alum; 2 scimmie di conirollo 
inoculate sonocute con RIBI (250 \xi e 250 \il di siero autologo) (M7) e con Alum (250 \il e 250 \jd di siero 
autologo) (M8). Le scimmie erano inoculate ai tempo 0 e dopo 2, 6, II e 15 seitimane. L'esecuzione dei saggi 
ELISA e la determinazione dei valori di cut off sono descritti nella figura 2. In questo caso i sieri degli animali 
erano saggiaii (in doppio) alia diluizione 1:100 e veniva utilizzaio come anticorpo secondario un siero di 
capra anti-IgM di scimmia coniugato con perossidasi di rafano e diluito 1 : 1 000. 

FIGURA 5. Analisi deila risposta umorale del tipo IgG specifica anti-Tat in scimmie inoculaxe con Tar 
determinata medianie saggio ELISA. Tre scimmie (Ml -3) inoculate con 10 |xg di Tat ricombinanie risospesa 
ip-250 \xl di siero autologo e 250 jxl di RIBI e 3 scimmie (M4-6) inoculate con 10 |ig di Tat ricombinanie 
riSDspesa in 250 ^il di siero autologo e 250 \d di Alum; due scimmie di conirollo inoculate con RIBI ( 250 \il 
e 250 \il di siero autologo) (M7) o con Alum ( 250 ^il e 250 \xl di siero autologo) (M8). Le scimmie erano 
inoculate al tempo 0 e dopo 2, 6, 11 e 15 senimane. L'esecuzione dei saggi ELISA e la determinazione dei 
valori di cut off sono descrini nella figura 2. >2,7: il valore era luori scala 

FiGUTRA 6. Titolazione dei sieri delle scimmie inoculate con la Tai ricombinanie (10 ^g) in presenza 
deiradiuvanie RIBI (Ml -3) o Alum (M4-6). I risultati sono rappresentati per ciascun siero come il reciproco 
deila diluizione piu alia del siero che a 405 nm dava ima lettura superiore al valore di cut off. 
FIGU"RA 7. Analisi della risposta di ipersensibilita ritardaia a Tai medianie esecuaone dello skin lesi. La 
proteina Tat (5, 1 e 0.2 risospesa in 150 fxl di PBS conienente lo 0.1% di BSA e il lampone in cui e 
risospesa Tat, erano inoculaii intradermicamente in un'area tricotomizzata dei dorso deli'animale. L'area 
trauaia veniva foiografata al tempo 0 e dopo 24, 48 e 72 ore. Le scimmie di conirollo erano inoculate solo 
con ii tampxDne. Nella figura e' riponaio un esempio relativo alia 15^ senimana della scimmia M2 a 48 ore 
dopo rinoculazione degli immunogeni. E' evidenie una forte reazione posiiiva a Tat 

FIGURA 8. Cineiica deila risposta proiiferativa di PBMC di Macaca fascicidaris alia costimolazione con 

D'corpi monoclonali anti-CD3 e anti-CD28 su biglie paramagneiiche (biglie anti-CD3/28). I PBMC isolati 
sangue periferico erano depleii deila sonopopoiazione CDS positiva tramiie i'impiego di metodicrie 
immunomagnedche. Successivamente, pane dei linfociu CD8-depIeii veniva stimolata con PHA e IL-2 
(40u/ml) a partiie dai giomo 3; la parte rimanehte veniva fatia aderire alie biglie recanti gii anticorpi ami- 
CD3/28 onenendo un popolazione di linfociu CD8-depieii e CD3/28 posiiivi. A questa frazione veniva 

determinata ogni 2-3 giomi. II rapporco biglie : cellule veniva mantenuto cosiante. E' riponaio ii numero di 
cellule nei tempo. 

FIGURA 9. Effeno aniivirale deila costimolazione con biglie anii-CD3/28 su PBMC di Macaca fascicularis. 
I linfociii CD8-depleti e CD8-depleii CD3+/CD28-t-, onenuti con le meiodiche descrine nella figura 8 da 4 
scimmie, venivano stimoiaii come descrino neU'esempio 5, Le due frazioni erano infeitaie in vitro ai giomo 0 
con O.I M.O.I, di SIVmac251/63M. La stimolazione veniva effenuaia con PHA e IL-2 aggiunta dal giomo 3, 
e con le biglie and-CD3/28 senza aggiunta di IL-2 esogena. La produzione virale veniva valuiata 
determinando i livelli di p27 (ng/'ml) sui sovranaianii delle coiiure al giomo 6 e 12 dalrinfezione, come 
descritto neiresempio 5. 

Esempio L Espressione. purificazione e caratterizzazione della proteina Tat nsoiato FTIBl. nroteine 
mutainti dei Tat e peptidi wild tvne e mutanti di Tat. 
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Noievoli difficolia sono siaie inconiraie in passaio per la purificazione ed il mantenimemo fleir^triviia 
biologica deila proieina Tat a causa della faciliia con la quale si ossida, si aggrega e perde attivita. Cio e 
' dovuto all'alto conienuio in cisieine che formano legami intra- ed inter-molecolari modificando la 
conformazione della proieina naiiva [Viscidi ei al, Science 246:1606 (1989); Ensoii et al., J, ViroL 67:277 
(1993)]. 11 cDNA del gene tat f Seq. 1, esempio 2), che e siato clonaio nel veuore pL-syn fomitoci dai ^ ^ 
F. DeLamarter e B. Allet (Glaxo Institute for Molecular Biology S.A., Ginevra, Svizzera), e state usj 
Tespressione della proieina in E.Coii. ^ VCiT^ 

Un prime procedimento che abbiamo utilizzato e che ha portato all'oaenimento di una pfbteina 
prevedeva passaggi successivi di cromatografia liquida ad aita pressione e cromatografia'<a scambio 
[Bohan ei al., Gene Expr. 2:391 (1992); Ensoii et al., J. Virol. 67:277 (1993)]. Laproieiltg cosi one. 
pura per oltre il 95% ed aniva [Ensoii ei al., J. Virol. 67:277 (1993); Ensoii et al., Natuil^7l:674 (l^y^jjj 
tuttavia non si oneneva una buona riproducibiiita da louo a lono, dovuta airossidazione o^af proteina, che 
rappresenia il problema principale con ie preparazioni di Tai commerciaii. In seguiio alia noOTfi^gss^rvazione 
che la regione basica del Tat ha una fone affiniia per I'eparina e che Teparina ne impedisce I'ossidazione, 
abbiamo usaio la cromatografia d'affiniia con eparina e definite un nuovo protocollo di purificazione di Tat, 
come descrino da Chang ei al., [AIDS li: 1421 (1997)]. Cellule (10 gr. di peso) di Rcoli esprimenii Tat 
erano sonicate in 40 mi di lampone di iisi (fosfaio disodico 20mM, pH 7.8; glicerolo al 2.5%; PMSF 0.2 
mM- 5 mM; manniiolo 50 mivl; acido ascorbico 10 mM; NaCl 500 mM) usando un Ultrasonic Liquid 
pUessor (Modello XL2020, Heat System Inc) con tre scariche di 20 secondi ciascuna, D lisaio era 
cenirifugato a 12.000 g per 30 minuti ed il sovranaiante incubato per un'ora a temperatura ambienie con 2 ml 
di resina eparina sefarosio, pre-iavaia con il tampone di Iisi. La resina era caricaia su una colonna di vetro e 
lavata con tampone di iisi fino a quando non era piu misurata la proieina nel liquido di lavaggio. II materiale 
legato era eiuiio con lampone di Iisi conienente 2M NaCl e Peluaio raccolio in ftazioni da 1 ml. L'omogeneita 
della proieina eiuiia era anaiizzata tramiie elertroforesi su gei (SDS-PAGE). La proieina purificata era 
conserx'aia lionlizzaia a -70"C e risospesa in lampone degassato prima deil'uso. 

L'anivita biologica della proieina Tat purificata, secondo il protocollo appena descrino, era valutata con 
un saggio di "rescue" deirinfezione viraie in cellule HLM-i, che derivano da cellule HeLa-CD4-^ conienenii 
provirus difeuivi nei gene taL onenuie e descrine da Sadaie ei al. [New Biol. 2:479 (1990)], II saggio di 
"rescue" deirinfezione viraie. descrino da Ensoii ei al. [J. Viroi. 67:277 (1993)], consisieva nel 
compiemeniare la mancanza di espressione di Tat nelle cellule HLM-i (2 x 10^) mediante l*aggiunta di 
proieina Tai esogena (2 iiig/'ml) e vaiutando la repiicazione viraie iramiie la determinazione, con un kit ELISA 
di ''antigen capture" commerciaie. della concenirazione deH'anugene p24 rilasciato nel lerreno di coltura 48 
ore dopo raggiunta della proieina Tai esogena. I risultati degii esperimenti di -'rescue", descriiti da Chang et 
aHlAIDS i 1: 1421 0997)]. dimosirano che la proieina Tat, purificata tramiie quesia procedura era aniva e 
cWquesia procedura di purificazione era superiore, piu semplice e meno costosa, sia per la purezza che per 
la sua anivita biologica rispeno a quelia descritta in precedenza [Ensoii et al.. Nature 345:84 (1990), J. Viroi. 
67:277 (1993). Nature 37i:674 (1994)]. 

Diverse preparazioni di Tat ricombinanie purincato come appena descrino son o state inoculaie in 
pitAtazd di duiuvaiiie di Fieuu U in lopi e COnlgli. seconoo proiocoin stanoard [(Antibodies - A laboratory 
manual. Eds. Harlow E.. Lane D.. Cold Spring Harbor Laboratory (1988)]. I risultati reiativi alia risposia 
anticorpaie indona dairimmunizzazione sono riportaii in Tabeila 1. 



TABELLA 1. 

Anaiisi deila risposra amicorpale specifica ami-Tat nei sieri di ropi e conigli immunizzati con ia proieina Tat 
hcombinante^K 



Anticorpo 




OD-ELISAyTat 




Western blot 


aoti-Tat 












1:500 


1:1000 


1:2000 




Coniglio 


0.651 


0.400 


0.175 


+ 




0.502 


0.240 


0,150 


+ 



"La proieina Tat ricombiname prodotia in E.coii e siaia utiiizzata per immunizzare topi e conigii secondo 
proiocoiJi di immunizzazione standard [(Antibodies - A laboratory manual, Eds. Harlow E,, Lane D., Cold 
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Spring Harbor Laboraiory (1988)]. I sieri degli animal! immunizzaii sono stati analizzaii mediame saggio 
^ ELISA pqr la presema di anticorpi ami-Tai utilizando tre diluizioni del siero (1:500 a 1:2000), J risultaii 
riponaii rappresentano la media delle tenure a 405 nm di due conigli e tre topi I sieri sono stati inolrre 
saggiaii mediante Western blot sulla proteina Tat ricombinanie (100 ng) migrata in gel SDS-poliacrilamide, 
I risuliaii deila Tafaelia I dimosirano che Tai ricombinanie da noi prodona era in grado di indurre una 
risposta anticorpale in ambedue le specie di animali, come saggiato mediante ELISA e Western blot, 
utiiizzando come aniigene la proteina Tat ricombinanie. Questi anticorpi erano in grado di inibire 
i'iniemalizzazione e ie attiviia bioiogiche del Tai [Ensoli et al., Nature 345:84 (1990), J. Virol. 67:277 
(1993), Nature 371:674 (1994)]. II venore pL-syn ed ii protocoilo di purificazione della proteina Tat sono 
impiegati per esprimere e purificare i mutanti di Tat descrini neU'Esempio 2. L'attivita biologica delle 
prpteine Tat mutate purificate e misurata tramite saggi di ''rescue- delFinfezione virale in cellule HLM-I, 
saggi di proliferazione ceiluiare in cellule di KS ed in vivo nel lopo, come descrino sopra per la proteina Tat 
wild-type. Inoltre, Ie proteine Tai mutate sono saggiate in presenza di Tat wild-type (a concentrazioni 
seriaii) per verificare refietto transdominante negativo sulla replicazione virale in saggi di 'Tcscue" m cellule 
HLM-i. II venore pL-syn e 11 proiocollo di purificazione sono impiegati per esprimere e purificare proteine 
di fusione cosi' composte: Tat (wild type o i suoi mutanti)/IL-12 o Tat (wild type o i suoi mutanti)/IL-15 o 
parti delle stesse oppure Tat (wild type o suoi mutanti)/altre molecole (o pane delle stesse) che si 
dimostrino in grado di poienziare la risposta immune al Tat da solo od associato ad altri prodoni virali. Le 
EQiecole ricombinanti di fusione sono cosouite utiiizzando le sequenze e i primers descriiti negli esempi 2 e 
^rAltemaiivamente come immunogeni sono uiilizzati pepiidi sinietici corrispondenti a regioni di Tai o di 
altri prodoui virali o di ciiochine da usare in corhbinazione con Tat. Le sequenze pepridiche di Tat sono le 
seguenii: 

Pep. 1. MEPVDPRLEPWKHPGSQPKT 
Pep. 2. ACTNCYCKKCCFHCQVCFIT 
Pep. 3. QVCFlTKALGiSYGRK 
Pep. 4. SYGRKKRRQRRRPPQ 
Pep. 5. RPFQGSQTHQVSLSKQ 
Pep. 6. HQVSLSKQPTSQSRGD 
Pep. 7. PTSQSRGDPTGPKE 

i peptidi muiaii di Tat conterranno ie siesse sosiituzioni aminoacidiche delle proteine Tat mutate descrine 
neiresempio 2. 1 peptidi saranno utiiizzati in combinazione con il peptide rappresentante Tepiiopo T-helper 
universale dei lossoide letanico o aini pepiidi T-helper [Lanzavecchia, Science 260: 937 (1993)]. 

Esempio 2. Costruzione e cararterizzazione dei mutanti dei gene tat 

Cy\bbiamo prodono 19 mutanti in diverse regioni di Tai, mediante mutagenesi siio specinca o per 
lezione. La sequenza di ciascun DNA mutaio e siaia coniroliaia mediante sequenziamento. I cDNA dei 
gene tai muiaii sono stati clonaii nel sito Psil dei vettore pC VO, descrino nelPEsempio 3. Ciascun mutanie e 
siaio coirasfenaio. come descritto da Ensoii ei al. fJ. Virol. 67:277 (1993)], in cellule COS-1, o nella linea di 
linfociii T Juricai. con il piasmide HIV-l LTR-CAT, in cui il gene reponer CAT e posio sono il controiio 

mcrriTimraip nf^Wx Th m HTV^^i I ngnlTari ni gnpgri PQpprimpnri nnn cnnn p n hhliVan e <tnnn riportati in 



Tabeila 2. 
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£;^/ro aei muiami di Tai suiia iransariivazione deliWV-l LTR-CAT ed effetto di olocco {transdominante 




MUTAlsm 


Attivita transattivante^ 


Attivita transdominante'' 








(% inibizione) 




Media (fold) 


(vaiori min-max) 


Media 


CYS 22 


0.09 


(.021 -.22) 


21 


T HR 23 


0.36 


(.16-1) 




THR 23A 


0.50 


(.i6-.78) 




ASN 24 


0.34 


(.34-.82) 




ASN 24A 


0.42 


(.45-.95) 




TyR2o 


0.14 


(.08-. 19) 




LYS 28/29 


0.52 


(.19-1.04) 




CYS 30 


0.30 


(.045-.65) 




CYS 31 


0.60 


(.27-1.09) 




Pi-it, j2 


0.31 


(.077-.097) 




LYS 33 


0.04 


(.0027..068) 


46 


GLU 35 


0.31 


(.i9-.43) 




PHE 38 
LYS 41 


0.05 


(.043-.057) 


98 


0.04 


(.025-.061) 


97 


T\*R47 


0.58 


(.3i-.8) 




57 A 


0.35 


(.26-.44) 




TAT-RGD 


0.94 


(.73-1.15) 




TAT-KGE 


1.11 


(.67-1.49) 




TAT wild-rype 


1 


1 





o 



risulrati sono riportati come wcr emeriti di attivazione relativi at vaiori di attivita CAT indotti dal Tat wild 
type (Fold - 1). ^! risultati sono espressi in percentuale (%} di inibizione delV attivita del Tat mid type, 

Dai risultati presentaii in Tabeila 2 si ossen-a ciie per la maggior parte dei mutanii I'efFeno iransanivante 
i'LTR di HIV-1 era moiio ridouo o assenie, ad eccezione del muiante per deiezione deila sequenza RGD che 
aveva aniviia paragonabile al Tat wild-type. Abbiamo scelio i 4 muianii (cys22, lys33, phe38, lys4i) con la 
piu bassa anivita transauivante (quasi nulla), e ne abbiamo determinato TefFetto transdominante negativo 
suir attivita transanivanie di Tat wild-type. A questo scope cellule COS-1 erano co-irasfeiiate con ciascun 
veuore conienente un mutante di Tat ed ii venore pCV-Tat (nel rappono moiare di 1 0:1) in presenza del 
venore HlV-i LTR-CAT. Come si osserva in Tabeila 2, i mutanti lys41 e tyr47 inibivano pressocche 
compieiamente ranivita di Tat. menire i mutanti iys33 e cys22 inibivano parzialmenie Tairivita di Tat, 
luuavia. la proteina ricombinanie cys22 (descrina nel successivo Esempio 3) era in grade di competere con 
la proteina Tat wild-t>'pe nei transanivare rHTv-l LTR-CAT (figura 1). Sono siaii scelii un mutante nella 
regione cisteinica (cys22). uno neiia regione core uys41), uno nel secondo esone di Tat delete della sequenza 
RGD (^RGDA) ed un doppio mutante contenente la mutazione nella lys4i e la deiezione della sequenza RGD 
(Iys41-RGDA). 

La sequenza deirinseno lat e dei mutanti selezionati per la vaccinazione e' riportata qui di seguite. E' 
descritta una serie di mutanii nel gene tai che sono siati preparaii per i) sostinizione di una base per dar 
luogo ad una sostiruzione aminoacidica e 2) deiezione di ima sequenza di basi per dar luogo ad una deiezione 
dei corrispondenii aminoacidi. Le sostituzioni e delezioni delle basi sono state ottenute per muiagenesi sito- 
diretia. Le sequenze del gene tat wild-type e dei mutanii dei gene lai, riportaie qui di seguite sono state 
inseriie nei veuore pieismidice pCVO come descrine in precedenza. 

Per Seq. 1 si intende la sequenza del gene tat di HIV- 1, clone BH-IO e della sua proieina derivata. Per Seq. 
2 si intende la sequenza dei muiante cys22 (e deila sua proteina derivaia), rappresentata da una sostiruzione 
dei nucleotide Timina (T) in posiziene 66 a panire dairestremiia 5' con il nucleotide Guanina (G). Tale 
sosiimzione da luogo ad una sosiiiuzione, nella sequenza aminoacidica derivata, di una Cisteina (C in codice 
ad una leuera) in fX)sizione 22 dairesiremita amino-terminale, con una Glicina (G in codice ad una leiiera). 



11 



0 



Per Seq. 3 si iniende ia sequenza del muiante lys4l (e della sua pfoieina deri^ata), r^reSfeniara'da flfta 
so^tiuizidne del nucleotide Timina (T) in posizione 123 a panire daU'esiremita 5' con il nucleotide Citosina 
(C). Tale sostituzione da luogo ad una sostituzione, neila sequenza aminoacidica derivaia, di una Lisina (K in 
codice ad una lenera) in posizione 41 daU'esiremiii amino-terminale, con una Treonina (T in codice ad una 
lenera). Per Seq. 4 si intende la sequenza del mutante ROD (e della sua proieina derivaia), rappreseniata 
dalla delezione della sequenza nucleotidica CGAGGGGAC, che va da! nucleotide 232 al nucleotide 240, a 
panire daU'estremiiii 5' della sequenza del gene tat wild-type. Tale delezione origina, nella sequenza 
aminoacidica derivaia, una delezione degli aminoacidi Arginina-GIicina-Acido aspanico (RGD nel codice ad 
una lenera) nelle posizioni 78-80 a panire dairestremiia amino-terminale. Per Seq. 5 si iniende la sequenza 
del doppio muiante Iys41-RGDA (e della sua proieina derivaia), un originato dalla combinazione del muianii 
sopradescrini. 

Sequenza nucleotidica di tat wild-type (Seq. 1) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGC 
TATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTCCT^ 
CGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAAT 

cccgaoggoacccgacaggcccgaaggaatag j * 
Sequenza aminoacidica 

^ NH2-MEPVDPRLEPWKllPGSQPKTACTNCTCKXCCFHCQVCFlTKALGlSYGRKiCKilQ^^ 
SKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 

Sequenza nucleotidica del mutante cys22 (Seq. 2) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCGGTACCAATTGCT 
ATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC^ 

GGAGAC.^GCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAATC 
CCGaGGGGaCCCGaCaGGCCCGAAGGAATAGj* 

Sequenza aminoacidica 

NH2-MEPVDPRLHPWKilPGSQPKTAGWCYCKKCCFHCQVCFITKALGISYaRKK^ 
PPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-CaOH 

Sequenza nucleotidica iys41 (Seq. 3) 

5 a 1 gg agcc ag 1 ag al cctagac ragagccctgg aagcatccagg aag i c agcctaaaactgcttgtarc 
tattgtaaaaagtgttgctttcattgccaagtttgtttcataacaaacgccttaggcatctcctatggcaggaagaa 

CGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAAT 
CCCGaGGGGaCCCGaCaGGCCCGaaGGaaTaG3' 

Sequenza aminoacidica 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCFGCCCFHC0VCFITTALGISYGRKKRRQRRR 
PFQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 

Sequenza nucleotidica del mutanie RGDA (Seq. 4) 

5 A rGGAGCCAG'rAGATCCTAGACTAGAGC L 'CTGGAAGCA l CCAGGAAG l'CAGCCTAAAA C TG^ 

TATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC 

CGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAAT 
CCCCGaCAGGCCCGAAGGAATaGj' 

Sequenza aminoacidica 

Nll2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPK1ACTNCTCKXCCKHCQVC>rrKALGISYGRKXRK 
RPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE^COOH 

Sequenza nucleotidica del mutante Iys4i-RGDA (Seq. 5) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGC 
TATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAACGCCTTAGGCATCTGCTATGGCAGG^ 
CGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAAT 
CCCCG ACAGGCCCGA AGGAATAG3 ' 

Sequenza aminoacidica 

\2 



NH2-MEPVDPRLEP WKI n'GSQPKTACTNCYCKKCCFHCQ VCFITT ALGISYGRKI^iIqR^ J " 
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Esempio 3. Costruzione e cararterizzazione degli immunogeni a DNA, 

Le moiecole di DNA per I'inoculazione degli animali sono costniite nel vettore plasmidico pCVO di 6.4 kb 
[Arya ei al., Science 229:69 (1985)]. Quesio plasmide comprende due origini di replicazione di SV40, il 
"major laie promoter deiradenovirus" (AdMLP), e le sequenze di splicing deH'adenovirus e dei geni delle 
immunogiobuline di tope, il cDNA del gene della diidrofolato-redutiasi di lopo (dhfir) 
poliadenilazione di SV40. II siio per Penzima di resmzione Psil 6 localizzaio a 3' 
rappresenia il sito in cui e clonaio il gene esogeno di inieresse. II cDNA del gene tai (261 
(Seq. 1, esempio 2) di HIV era derivaio dal ceppo BHIO [Ramer et al., Nature 313:277 (198^i]->codif 
proieina di 86 aminoacidi. II venore pCV-Tai [Arya ei al., Science 229:69 (1985)] era otteri 
siio PsiI di pCVO il cDNA del gene tax, che penanio era posto souo il controllo trascrizior 
La scelta di questo venore si basa sul fatto che 1' AdMLP induceva una piii elevata espressioiife 
Tat, rispeno ad altri promoiori eucariotici, come, per esempio, "1' immediate early region promoter 
ciiomegaiovirus (CMV'j come dimostraio da Ensoli et ai. [J. Virol. 67:277 (1993)], e riponaio nella Tabeila 3. 

TABELLA 3. 

y^spressione. local izzazione subcelhdare, rilascio ed atiiviia di Tai in cellule COS-] iramfetiaie con pCV-Tai 




Vettori 



Espressionc di Tat 



Contenuto di Tat*^ 



Attivitt (li Tat 



Cellule 
Positive 



Nucieo^ 
(%) 



Citoplasma^ Toiale Iniracell. Exiracell. Intracell.^ Exuacell.^ 



pCV-Tat 


5-10 






25 


63.5 


36.5 


50 


2,478 


CMV-Tat 


3-5 






14.6 


92.2 


7.8 


72 


2,254 . 


Controllo 


0 






0 


0 


0 


1 


1,400 



^Cellule COS' I (S x W^J sono state trasfettate mediante elettroporazione con iO iig di pCV-Tat, CMV-Tat a 
un DXA di comrolio. Ouaramotwre dope la trasfezione, i 'espressione dl Tat e sxata valmata mediame 
immvnoisTOchimica con amicorpi monocionaii ami-Tai (i risultati sono riportaii come media dei valori della 
percemuale delle cellule positive) e deierminando la localizzazione dl Tat nucleare e citoplasmatica. La 
presenza di Tax inna- ed exira-cellulare k srata anaiizzata mediame radioimmimoprecipiiazione sugli esrrani 
; celluiari (500 e mi lerreni di cuhura (4 ml) e successiva lettura densitometrica (Gelscan XL: Pharmaciaj 
I deiie bande di Tar precipirare' L 'amviid del Tai imracellulare i stata misurata su estratti celluiari di cellule 

a^OS'l coirosferrare con i vettori esprimenti Tat, o il vettore di controllo, ed il plasmide HIV-1 LTR-CAT; 
attivira dei Tar exn-aceliulare svll 'induzione della proliferazione di cellule AIDS-KS (determinaia mediante 
saggio di incorporazione della umidina rriziaia) e srata misurata nel rerreno di cultura (diluito 1:2 e 1:4) 
delle cellule rrasferrore con i plasmidi esprimenti Tar o il plasmide di controllo. I risultati corrispondono alia 
media di 5 esperimenri indipendenri. 
^^"nli^i densirnmcti'ica della banda della proteina Tat immunoprecipitata. I valori sono espressi in una 

SCala arbitraria. P^^pn^/n m a \1ninv0 mlmmn T nlnti> \Tm innn. t f J^ ' ^rmnnnll^fffj^f^J ^y^^pYtr\ at ( ^, 

^- negaiivo: 50% di cellule Tar -positive; 50-100% di cellule Tat-positive. 

^Atrivita CAT dopo 20 minuti di incvbazionc rispctto al vettore di controllo, il cui valorc di attivazionc e 
consideraro uguale a /. 

^La crescira delle cellule AIDS-KS i srara misurara mediante un saggio di incorporazione di timidina rriziara 
(deviazione standard, DS: 12%). II terreno delle cellule trasfettate con il DNA di controllo determinava 
un 'incorporazione di timidina triziata pari a L400 cpm (DS: IL5%). Il terreno di cultura derivaxo da 
linfociri conrenenti il virus HTLV-II (conirollo positivo) determinava un 'incorporazione di timidina triziaia 
pari a 2. 400 cpm (DS: 1 0%). 

Dai risultati della Tabeila 3 si osserva che nelle cellule irasfertaie con pCV-Tat, rispetto alle cellule 
transfenate cop CMV-Tat, la percemuale di cellule Tat-positive ed il contenuto totaie di Tat e maggiore, la 
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quaniita di Tai riiasciaia e moito piii elevaia e correla con ii conienufo toiaiePfe eftXJ^iasii&ticV di Tat, e 
• Tatiivita biofogica di Tai extracellulare sulla crescita delle cellule AIDS-KS e conseguentemenie maggiore. 
' Questi risultaii indicano che il vertore pCV-Tai codifica per una proreina biologicamenie attiva, induce alii 
livelli di espressione del cDNA del gene taJ ed e in grado di rilasciare dalle cellule quaniita di Tat molio 
maggiori rispeno al venore CMV-Tat. 

11 venore pCVO e uiilizzaio anche per i' espressione del geni ngf, rev e g^ di HIV- 1 e del geni codificanii 
per le citochine lL-ll ed lL-i 5. I cDNA dei geni nef (618 coppie di basi, ceppo NL43) [Myers ei al., Human 
Retroviruses and AIDS. Theoretical Biology and Biophysics Group. Los Alamos, NH (1995)] e rgv (348 
coppie di basi, ceppo NL43) [Myers ei ai., Human Retroviruses and AIDS. Theoreucal Biology and 
Biophysics Group. Los Alamos, NH (1995)], il gene g§g (1500 coppie di basi, ceppo NL43) [Myers et al.. 
Human Retroviruses and AIDS. Theoretical Biology and Biophysics Group. Los Alamos, NH (1995], o i 
cDNA dei geni IL-i2 [wolf et al., J. Immunol. 146:3074 (1991)] o IL-i5 [Grabstein et al., Science 264:965 
(1994)] sono amplificati mediante la tecnica della "polimerase chain reaction" (PGR) uiilizzando primers 
specifici complemeniari ai primi 15 nucleotidi della regione 5' (primer forward) (Seq. PI, P3, P5, P7, P9) o 
agli ultimi 15 nucleotidi della regione 3' dei gene (primer reverse) (Seq. P2, P4, P6, P8, PIO). Inoltre, ciascun 
primer, sia forward che reverse, include la sequenza per I'enzima di restrizione PstI in modo da consentire la 
clonazione deH'amplificato nel venore pCVO. Dopo la clonazione si controUa la sequenza dei geni inseriii 
mediante sequenziamenio dei.DNA. II venore pCVO e utiiizzato anche per la co-espressione di Tat con altri 
ryrn virali di HIV-1 (rev, nef o ^) o con i geni delle citochine IL-12 o IL-15. A questo scopo il cDNA del 
^ene lai di HIV-1 di 261 coppie di basi (Seq. 1, esempio 2) e ampiificaio mediante PGR con un primer 
forward che include la sequenza per Tenzinia di restrizione PstI (Seq. Pll) e un primer reverse 
compiementare agii ultimi 15 nucleotidi del gene tat (Seq. PI 2). I geni viraii (nef, rev o gag) o i geni delle 
citochine IL-12 o IL-15 sono amplificati con im primer forward che include inoltre una sequenza di 15 basi 
compiementare alia regione 3' dei gene tat tale da permettere che il gene sia "in frame" con il gene tat (Seq. 
P13, Pi4, P15, P16. Pi7), ed un primer reverse che include la sequenza per Penzima di restrizione PstI (Seq. 
P2, P4, P6. PS, PiO). Successivamenie si esegue una terza reazione di PGR in cui il DNA template e 
rappresentato dagli amplificati dei gene tat e del gene di interesse, il primer forward e rappresentato dai 
primer utiiizzato per ampi ificare tai (Seq. P 1 1 ) e il primer reverse da queilo utiiizzato per amplificare il gene 
di interesse (Seq. P2, P4, P6, P8, PIO). L'amplificato taygene di interesse e purincato in gel di agarosio, 
digeriio con PstI e cionato in pCVO. Dopo la clonazione si controlla ia sequenza dei geni inseriri mediante 
sequenziamento dei DNA, mentre Tespressione della proteina si determina mediante trasfezione come 
descrino in precedenza (Ensoli et al, J. Virol, 67: 2771993) . 
Sono riportaie le sequenze dej primers sopra menzionati. 
Seq. Pi. Primer forward Rev: 5'ATGGCAGGAAGAAGC3' 

Qyq. P2. Primer reverse Rev: 5'CTATTCTTTAGTTCC3' 
eq. P3. Primer forward Nef: 5^ATGGGTGGCAAGTGG3- 
Seq. P4. Primer reverse Nef: 5TCAGCAGTCCTTGTA3' 
Seq. P5. Primer forward Gag: 5'ATGGGTGCGAGAGCG3' 

Seq. P6. Primer reverse Gag: 5TTATTGTGACGAGGG3' 

— Seq. F7. Piiuier forward IL-12: S ' A 101GGCCl.cciuooj 
■ Seq. P8. Primer reverse IL-i2: 5"TTAGGAAGCATTCAG3' 
Seq. P9. Primer forward IL-i5: 5'ATGAGAATTTCGAAA3' 
Seq. PiO. Primer reverse IL-15: 5TCAAGAAGTGTTGAT3' 
Seq. Pi 1. Primer forward Tat: 5'ATGGAGCCAGTAGAT3' 
Seq. Pi2. Primer reverse Tat: 5'CTATTCCTTCGGGCC3' 

Seq. Pi 5. Primer forward Tai/'Rev: 5'GGCCCGAAGGAAATGGCAGGAAGAAGC3' 
Seq. P14. Primer forward TauNef: 5^ GGCCCGAAGGAAATGGGTGGCAAGTGG3^ 
Seq. Pi5. Primer forward TauGag: 5" GGCCCGAAGGAAATGGGTGCGAGAGCG3^ 
Seq. P16. Primer forward Tat/TL-12: 5' GGCCCGAAGGAAATGTGGCCCCCTGGG3' 
Seq. Pi 7, Primer forward Tau'IL-15: 5' GGCCCGAAGGAAATGAGAATTTCGAAA3^ 
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Esempio 4. Inoculazione in Macaca fascicularis sani di un vaccino anfi-Tarproteico:. valutazifelle^ 
deila sicurezza> tollerabiiita, risposta immune specifica . 

La tolierabilita, la sicurezza e la capacita di induire una risposta immune specinca (umorale e cellulare) 
della proieina Tat ricombinanie prodona con ii metodo descritto e purificata tramite colonne di affinita di 
eparina 6 stata valutata nel modello sperimentale dei primati non umani delle scimmie cynomoigus {Macaca 
fascicularis). Per anivare un'ampia risposta immune con un vaccino proieico abbiamo usato Tidrossido di 
alluminio (Alum) che e siato sperimeniaio in numerosi modelli ed e Tunico approvato per la sperimentazione 
nell'uomo. Tra gli adiuvanti panicolati abbiamo usato il RIBI (appartenente al gruppo degli emulsionanti e 
composio da lipide A monofosforilico, dimicolato trealoso e scheletro delia parete batterica del baciilo di 
Calmette-Guerin) [Audibert ei al., Immunol. Today 14:281 (1993); Morein et al., AIDS Res. Hum. Retrov. 
Si 0:5109(1994)]. 

Nel primo esperimento piiota abbiamo inoculaio 3 scimmie secondo il segueme schema; 
1) Proieina Tai ricombinante (100 ^ig), risospesa in 250 \x\ di siero autoiogo e 250 \x\ di RIBI, ed inoculata 
per via sottocutanea in un sito. 2) Proteina Tat ricombinante (10 ^g), risospesa in 250 ^il di siero autoiogo e 
250 fil di RIBI. ed inoculata per via sottocutanea in un sito. 3) Scinmiia di controllo non inoculata. Da tune ie 
scimmie erano prelevaii 10 ml di sangue nei giomi -42 e -35 antecedenii la prima vaccinazione per la 
deierminazione dei parameiri di base. Campioni di sieri e di plasma sono stati congelati a -20" o -80°C ed 



L^^^^^ii successivamente per risospendere rinoculo proteico. Le scimmie 1 e 2 erano inoculate al tempo 0 e 

dopo 2, 5, 10. 15. 22 e 27 settimane. Negli siessi giomi dell'inoculazione deirimmunogeno venivano 
prelevaii campioni di 10 ml di sangue per eseguire gli esami di laboratorio (analisi chimico-ciiniche, elettroliii, 
conta dei leucociti, delle piastrine, deiremoglobina), la valutazione di parametri immunologici, quali la 
presenza di immunogiobuline specif! che (IgM, IgG, IgA) i iivelli di citochine del tipo Thl (IL-2, IFNy) e Th2 
(IL-4. IL-iO), IL-15. ia produzione di chemochine (Rantes, MlP-i e MI?-i), il fenotipo iinfocitario (CD4, 
CD8,CD3, CD 14, CD20. CD25, CD56 e HLA-DR, CD4oRA e CD45RO), la risposta proliferativa a Tat la 
presenza di attivit^ CTL e NK, e la presenza di attivita antiviraie mediata dalle cellule CD8+ (CAF). Inoitre, 
per valutare in vivo la presenza di una risposta ceiluio-mediata, tutte le scinunie vaccinate e quelia di 
controllo erano sonoposte a "skin-iest" per Tat. Questo esperimento piiota prevede un ulteriore richiamo di 
mite le scimmie alia 32^ seitimana ed infine un richiamo con la proteina Tat risospesa in Iscom (immune 
siimulaiing comple.x). L* Iscom e un adiuvante composio daila saponina Quil A, colesterolo e fosfolipidi in 
grado di incremeniare ia risposta umorale e celiuiare [Morein et ai., AIDS Res. Hum. Retrov. 10:SI09 (1994); 
Lovgren ei ai.. Vaccine 14:753 (1996)]. L'effeno protertivo della vaccinazione sara quindi determinato dopo 
il "challenge" delle scimmie. vaccinate e di controllo, che sara effettuato alia 41 settimana dairinizio della 
immunizzazione. inoculando' per via endovenosa 10 MID50 (50% monkey infectious doses) di **simian- 
y^an immunodeficiency virus" (SHIV ) cresciuto e titolato in Macaca fascicularis e contenente il gene til 
e^^il gene nefe rev di HIV [Shiba^ etal., J. AIDS 5:639 (1992); Sakuragi ei 

al., J. Gen. Virol. 73:2983 (1992): Li et al., J. AIDS 5:639 (1992); Igarashi et al., AIDS Res. Hum. Retrov. 
i0:i02i (1994): Luciw et ai.. Proc. Natl. Acad. Sci. 92:7490 (1995); Reinmann etal., J. Virol. 31: 98 (1996)]. 
Fi moniroraggio posi-chaiienge (ogni 2 senimane a panire d al giomo del challenge per il primo mese, ogni 4 
seuiitidiie pei i suctessivi 3 ine^ j l. ed 6gni 8 semmane rmo a 0 mesi dal challenge) includera anche I'analisi di 
parameiri viroiogici quali ia deierminazione dei valori plasmatici di p27 ed il carico virale nel plasma e nelle 
cellule. I risuliaii di quesio esperimento relativi alle prime 27 settimane dairinizio del protocolio sono i 
seguenii. Nelle scimmie vaccinate e nel controllo non si erano osservate alterazioni significative dei parametri 
chimico-fisici. emaioiogici e componameniali. Non erano osservati segni di infiammazione e neoformazioni 
vascolari nei siii di inoculazione. Questi risultati indicano che ia proteina Tat era ben tollerata dagii animaii e 
non era tossica nelle dosi somminisirate, utilizzando le vie di inocuiazioni scelte. Nelle scimmie 1 e 2 erano 
presenii aniicorpi IgG specifici and-Tai a partire dalla 5^ settimana dopo la prima inoculazione. Alia 27^ 
senimana IgG ami-Tat erano evidenziabili alia diluizione di 1 :3200 e 1 :6400 nel plasma della scimmia 1 e 2 
rispeaivamente. I risuliaii sono riportati neile figure 2 e 3. I risultati attualmenie disponibili dimostrano la 
comparsa di una risposta proliferativa al Tat alia 22^ settimana (Tabeila 4) nelle scimmie inoculate con il Tat, 
essendo maggiore neiia scimmia 2 che riceveva ad ogni inoculazione 10 ^g di proieina Tat ricombinante. 
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TABELLA 4 



N scimmia 


Stimolo 


Indice di stunolazione 








1 


PHA 


13,95 




TT 


4,68 




Tat 


2,45 








2 


PHA 


11.57 




TT 


3,77 




Tat 


3,04 








3 


PHA 


19,9 




TT 


6,23 




Tat 


1,38 




°Unfociti di sangue pehferico isolati mediante gradiente di ficoll e seminati a 2x10^ cellule per pozzetto in 
triphcato in piastre da 96 pozzetti, erano cresciide in RPMI 1640 contenente il 10% di sierofetale bovino e 
^^oiate con Tat (5 ^g/ml), PHA (4 figmi), o tossoide del terano (TT) (10 iig/ml), contro cui tutri le scimmie 
erano vaccinate, Campioni di conirollo erano incubati solo con il terreno di crescita. L mcremento della 
proliferazione ceilulare era determinata al 5^ giorno con saggio di incorporazione di timidina triziata come 
descriiio [EnsoiietaL, iV International Conference on AIDS, Stockholm, 1:241 (1988): Cafaro ei al, AIDS 
Res. Hum, Reirov, 7:204 (1991)], I risuliati sono riporrati come indice di stimolazione (che era calcolato 
secondo la segiieme formula: Media dei cpm del campione/media del cpm del conirolli Sono considerati 
positivi i vaiori superior} a 2). Le scimmie 1 e 2 erano inoculate con la proteina Tat ricombinante (100 fig o 
10 fig. rispetiivamenie) risospesa in 250 fil di siero autologo e 250 yd di RIBl ed inocuiata per via 
sottocuianea in un sito. La scimmia 3 i una scimmia di controlio non inocuiata. 

I risuhari di questo esperimento piiota indicano che la proieina Tar ricombinante, prodotta e purificata 
con il protocoUo da noi descriuo. non era tossica alie dosi di iOO e 10 |.tg inoculate per via sottocuianea ed 
era in grado di indurre una risposta immune specifica sia umoraie che celiuio-mediata. La risposta immune 
specifica anii-Tat era maggiore neila scimmia 2, immunizzaia con 10 (.ig di proteina ricombinante. Inoltre, 
anche i'adiuvanie RIBI non era apparememente tossico negii animali. 

r\ un esperimento iniziato successivamenie abbiamo valuiato Peffeuo deirimmunizzazione indotta da 
Tatin combinazione con il RIBI o con TAlum. Le scimmie sono state inoculate per via sottocutanea in un 
unico sito secondo il segueme schema. Scimmie 1-3 : 10 ugdi proteina Tat ricombinante risospesa in 250 \ii 
di siero autologo e 250 fil di RIBI. Scimmie 4-6: 10 f.ig di proteina Tat ricombinante risospesa in 250 \il di 
siero amoiogo e 3 5*"' l^l ^'^ ^^""^ ^sr^mmi^a 7' PTRT 9Sn |i ] ft |i i ni rmm intn i ngo ^rimmia 8: /VJUm 250 ul 

e 250 ul di siero autologo. Da tutte le scimmie sono stati prelevati 10 ml di sangue ai giomo -9, antecedeme la 
prima vaccinazione. per potere eseguire le anaiisi descrine nei primo esperimento piiota e disporre dei 
parametri di base di ciascun animale. Le scimmie erano inoculate ai' tempo 0 e dopo 2, 6, 11 e 15 senimane. 
Negii stessi giomi deirinocuiazione deirimmunogeno venivano prelevati campioni di 10 mi di sangue per 
eseguire git esami descritti nel primo esperimento piiota, inoltre. sono prelevati campioni di urine ed eseguiti 
lamponi vaginal! sui quali sara determinata la presenza di IgA secretorie specifiche. Questo esperimento 
piiota prevede due richiami aila 21^ e 26^ senimana deile scimmie 1-6 con rimmunogeno proteico ed 
adiuvanti e delle scimmie 7 e 8 con solo gii adiuvanti. Infine, verra eseguito un ultimo richiamo alia 31^ 
settimana con la proteina Tat risospesa in Iscom. L'effetto protettivo della vaccinazione sari quindi 
determinato dopo il challenge delle scimmie, vaccinate e di conirollo, che sara effettuato alia 40^ settimana 
dalFinizio dellMmmunizzazione, inocuiando per via endovenosa 10 MID50 di SHFv. II monitoraggio post- 
challenge verra eseguito come descritto per il primo esperimento piiota. 
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I risuiiaii dei secondo esperimenio pilota, anuaimente disponibili e reialivf alla"?5*^ seriimana 
delia vaccinazione, sono i seguenti. Negli animali non si osservavano aiterazioni significative dm paraipetri 
' chimico-nsici, ematologici e comportameniali. Le scimmie non presentavano infiammazione o segni di 
neovascolarizzazione nei siti di inocuiazione. E' staia dimostraia la presenza di una risposta anticorpale 
(IgM. IgG) specifica. Alia 15^ senimana i liroH anticorpali (IgG) anti-Tat raggiungevano vaiori elevati e 
variabiii da 1:12.800 a tiioii maggiori di 1:50.000 (figure 4-6). Inoltre ranivita neutralizzante il Tat del siero 
delle scimmie vaccinate veniva saggiata mediante saggi di inibizione del "rescue" deilMnfezione viraie in cellule 
HLM-l trartate con la proieina Tat esogena, come precedenremente descritto [Ensoii et al., J. Virol. (1993)]. 
Tali saggi hanno dimostraio che i sieri delle scimmie Jvll-o diiuiii 1 :2 ottenuto alia 15^ settimana dai primo 
inoculo erano in grado di bloccare la replicazione viraie indorta da Tat esogeno, misurata iramiie 
deierminazione deli 'ami gene p24 nei sopranaiante delle cellule, menire ii siero delle stesse scimmie ai tempo 
0 (preimmune) o i controlii negativi non avevano attivita bioccante verso il Tat (Tabella 5). 

TaBELLa 5 

Arfivita neinraiizzame dei^ii aniicnrpi anri-Tar svi "rescve " deli infezione viraie indoiia da Ta t exiraceiiuiare. 

Campion! HIV-lp24 (pg/ml) 

Tat 

Tat + Siero preirnmune Ml 
1(3^ Siero preimmune m2 
Tat Siero preimmune Mj 
Tat ^ Siero preimmune ivl4 
Tat + Siero preimmune M5 
Tat Siero preimmune M6 
Tat -r- Siero immune M 1 
Tat + Siero immune M2 
Tat Siero immune M3 
Tat Siero immune M4 
Tai -j- Siero immune ivI5 
J ar - biero immune N46 
Pool Nil -6 (comroilo preimmune) 
Pooi Aii-6 (comroilo immune; 
PBS - O.i^b BS.A 



61.88 

46.80 

22.96 

96.98 

126.68 

27.03 

78.61 

4.77 

4.88 

Neg. 

Neg. 

7,88 

4.^5 

Nei:. 

Neil. 

iNeu. 




L anivita neufra/izzan/e degli andcorpi anri-Taf e sfa/a c/e/ermina/a in cellule HLM-l (cellule HeLa 
comemnu inregrara una copia del prnvirus HIV- 1 difenivo del ycne (at). Cellule HLM-l sono state piastrate 
i.^^concentrazionc di 6 x 1(P pozzeao in piastre da 24 pazzeiti ed incubate a 37^C per 16 ore, Le cellule 
sono siare ia\'ate 2 voiie con PBS comenenie alhumina siericu hovina (BSA) alio 0.1%. ed incubate per 48 
ore con rerreno di crescira (G.3 mil a cui veniva aggiunw la proieina Tar ricombiname (30 ng/mlj da sola o 
in prcsoiza di un ugua! volume di siero (diiuiio 1:2) dciic scinunie preievaii ai tempo 0 (sieri preimmuni) o 
alia 15'^* senimana ( sieri immunij, I conirolli erano rappreseniaii daiie cellule traiiate solo con un pool dei 



sien pre/mmum, n?imwu, o con /'B^^ contenenre B^A alio iijvu (PBS + O.J% BSA) ma in assenza di Tar, 
Ogni camp tone c siato sa^^gioto in doppio. Sui supenwtanii ceiiuiari era quindi determinata la presenza di 
virus rilasciaro dalle cellule medianre dererminazione del vaiori di antigene p24. urilizzando un kit 
commerciale p24 antigene capture - Elisa (7\en Duponn. i risuhati sono espressi come vaiori di p24 (pg/ml) 
preseiui nei ierreni e corrispondono alia media dei vaiori oitcnu/i dai due pozzetti per ciascun campione. 

Alia 1 senimana era inoiire e\'idenre una risposxa proiiferativa specifica al Tat nelle scimmie 2 e 3 inoculate 
con ia proteina Tai ed il RlBl e nelia scimmia 4 inoculara con la proieina Tat e TAlum che aumeniava alia 15^ 
settimana (Tabelia 6). 
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TABELLA 6. 

Rispostaprolifefativa al Tat^ 




Settimane deirinizio della immunizzazione 



N** scimmia 


Stimolo 


0 


6 


11 


15 


1 


PHA 


16,96 


22,83 


10,50 


15,27 




TT 


11,69 


2,16 


1,96 


3,01 




Tat 


1,12 


1,94 


1,55 


0,52 


2 


PHA 


31,27 


29,37 


25,75 


21,28 




TT 


1,12 


2,16 


1.8 


0,57 




Tat 


1,08 


2,05 


3,65 


6,22 


3 


PHA 


22,42 


39,15 


7,89 


16,88 




TT 


11,43 


1,72 


0,95 


1.71 




Tat 


1,65 


1,44 


2,69 


18,82 


4 


PHA 


3,88 


13,85 


20,77 


15,22 




TT 


2,85 


3,90 


4,49 


9,07 




Tat 


1,29 


1,88 


3,01 


3,24 




PHA 


6,50 


11,39 


5,74 


16,74 


o 


TT 


2,31 


3,22 


1,07 


4,84 


Tat 


1,80 


1.02 


0,66 


1.76 


A 
u 


PHA 


11,96 


7,01 


17,94 


2,77 




TT 


4,14 


5,01 


1.71 


0,13 




Tat 


1,37 


2,47 


1,06 


0,11 


7 


PHA 


21,65 


25,20 


20,30 


37,93 




TT 


0,97 


1,30 


0,80 


0,88 




Tat 


1,78 


1,12 


0,68 


0,73 


8 


PHA 


26,51 


21,44 


67,09 


16,38 




TT 


UO 


2,03 


10,78 


0,20 




Tat 


1,12 


0,97 


0,00 


0,21 



^Linfociti di sangne periferico isolati piastrati e cresciuti come descritto, venivano stimolati con PHA (4 
yig/ml), il tossoide tetanico (TT) e Tat (Sol f^g/ml) e saggiati, come descritto in Tabella 4. Le scimmie 1-3 
erano inoculate con 10 fxg di proteina Tat ricombinante risospesa in 250 yd di siero autologo e 250 fjl di 
RIBI: 3 scimmie 4-6 erano inoculate oppure con 10 fxg di proteina Tat ricombincmie risospesa in 250 fxl di 
siero autologo e 250 pi di Alum: due scimmie di controllo venivano inoculate con RIBI ( 250 pi e 250 pi di 
autologo) (scimmia 7) e con Alum (250 pie 250 pi di siero autologo)(scimmia 8). 

Inoltre, alia 15^ settimana 5 scimmie inoculate con la proteina ricombinante (scimmie 2-6) reagivano alio 
skin test, ulteriormente indicando la presenza di una risposta cellulo-mediata evidenziata da una forte 
reazione di ipersensibilita ritardata (T abella 7 e figura 1\ „ _ 
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TaB£Lla 7. 
Skin-tesi al Tai<^ 






Settimane dall'inizio 
deirimmunizzazione 


K.TO cr*ini mi A 


1 1 


15 


1 

1 






2 




i- 


3 




4- 


4 




+ 


5 


-4- 


4- 


6 






7 


ND 


ND 


8 


ND 


ND 



^Tat (5, J e 0,2 ^g) in 15G yd di PBS-O.Iyo BSA od il suo tampone venivano inoculatiper via intradermica in 
un'area tricoiomizzaia del dorso deglianimali vaccinaii ma non nei coniroili (ND, non determinaio) alVU^ 
edaila 15^ setiimana dopo iiprimo inocuio vaccinale. La comparsa di eritema dopo 24, 48 o 72 ore veniva 
comidcrata come risposia positiva, 

^Questi risuitaii indicano che I'immunogeno, nonche entrambi gii adiuvanti RIBI e aium, erano ben 
tolierati dagli animali e non erano tossici, confermando i risultati relativi alia sicurezza e tollerablliti della 
vaccinazione con Tat onenuii nel primo esperimento piioia. Inoltre, questl dati confermano Tosservazione 
riportflia nel primo esperimento owero che la proieina ricombinante Tat induce una fone risposia umorale e 
cellulare specifica anti-Tai in vitro e in vivo . 

Esempio 5. La costimoiazione con biglie aDti-CD3/28 di Unfodti CD4+ purificati da scimmie iBfette 
con Srv> induce resnansionc logarifmica del numero delle cellule in assenza di significariva 
replicazione e propagazione del virus. 

Le cellule del sangue periferico sono state deplete della souopopolazione CD8+ medianie Timpiego di biglie 
paramagnetiche anti-CD8 (Dynal. Oslo; Dynabeads M-450 CDS) e la purezza delle popolazioni ottenute h 
siaia valutata iramite I'anaiisi citofluorimetrica e considerata accettabile se maggione del 95%. Le cellule CDS 
deplete (denominate. CDS'PBMC) sono state messe in coltura e stiraolate con PHA (2^g/'ml) e EL-2 (40 
U/ml) 0 con biglie paramagnetiche previamente coniugate con due anticorpi monoclonaii specifici per gli 
antigeni CDS (Clone FN 18, Biosource) e CD28 (CJone 9.3, omaggio del Dr. Carl June) (biglie anti-CD3/28). 
^^Qscopo di facilitare il legame con le biglie anti-CD3/28 Tincubazione e awenuta su un dispositivo rotante 
e le cellule coniugate. selezionaie con Tausilio di un magnete, sono state denominate CD8-CD3-hCD28-^ e 
poste in coltura. La concentrazione delle cellule e siata riportata a queila di partenza 3 volte a settimana ed e 
stata aggiunta IL-2 ove indicato; inoltre per quanto riguarda le cellule stimolaie con bigiie anti-CD3/2S, 
esperimenti prelimin ari hanno dimostraio la convenienza QeH'utilizzo di un regime di stimolazione conunua 
npnstmanao u rappono ouimaie bigiie.ceiiuie ad ogni conta eseguita. Nostri studi hanno infatti dimostrato 
che in assenza di IL-2 esogena la souopopolazione CD8-CD3-KrD28-»- prolifera significativamente meglio 
delle cellule CDS'PBMC in risposta alia costimoiazione con biglie anti-CD3/28 e che Taggiunia di IL-2 (40 
U/mL. 3 volte alia settimana) migliora significativamente la cinetica di proHferazione sia per durata che per 
numero di cellule onenute (figura 8). 

Alio scopo di vaiutare i'aniviia antivirale. ceilule CD8-CD3-K;D28-t- purificaie da 4 animaii SIV" sono 
stati infettate ai giomo 0 con O.i M.O.I, di SIV e mantenute in condizioni di stimolazione continua; come 
controlio sono stati impiegati CD8=PBMC siimoiati con PHA e IL-2. Landamenio deU'lmezione e stato 
monitorato mediante determinazione dell'antigene virale p27gag nei sovranatanu delle colture utilizzando un 
kit ELISA commerciale (Coulter, Hialeah, FL). I livelli di p27 (ng/'ml) misuraii al giomo 6 e 12 post infezione 
e riportati in Figtira 9 hanno indicato una netia differenza fra le due condizioni di stimolazione in termini di 
produniviia delKinfezione. Infatti al giomo 6 la riduzione percenniale deila p27 rispeito ai campioni siimoiati 
con PHA e IL-2 era compresa fra il 40% e 1*87% e al giomo 12 tale riduzione era incrementata in 2 soggetti su 
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4 suggerendo una minore permissiviti delle cellule airinfezione virale. In un solo caso (mk 9401). aobiamo 
registrato la prdpagazione deirinfezione anche nella condizione di stimolazione con biglie anti-cD3/28. I 
* risuliati descritti dimostrano che il Macacus fascicularis rappresenta un buon modello per la espansione ec 
vivo di sottopopolazioni linfocitarie in assenza di significativa replicazione virale mediante costimolazione 
con biglie anti-CD3/28 e costituisce il razionale per un vaccino terapeutico basato sulla espansione e 
reinfiisione, in soggetii infetii con HTV, di iinfociii autologhi specifici per gli antigeni virali proposu. 

Esempio profetico 6. Inculazione in Macaca fascicularis di un vaccino anti-Tac a PNA. 

E' proposta Tinoculazione diretta del DNA del plasmide pCV-Tat, contenente il cDNA del gene lat wild- 
type, e pCVO come DNA di controilo. I DNA plasmidici da somministrare agli animali, sono amplificati in 
batten E.Coli (ceppo DH5) secondo procedure standard [Molecular cloning - A Laboratory manual; Eds. 
Maniaiis T,, Fritsch E.F., Sambrook J., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. New york 
(1992)] e secondo protocoUi stabiliti dalla "European Agency for the evaluation of medicinal products: 
Human Medicine Evaluation Unit" (Technical Repon Series No, 17 January 1997), purificati mediante due 
gradienti di CsCl e dializzati per 48-72 ore contro 100 volumi di PBS (senza Ca++ e Mg++) sterile. I DNA 
sono controllati mediante digestione con enzimi di restrizione, i cui siti di taglio sul DNA plasmidico sono 
noli, e la loro fimzionalita controUata mediante transfezione di 5-10 ^.g di DNA con la tecnica del fosfaxo di 
calcio [Molecular cloning - A Laboratory Manual; Eds. Maniatis L, Fritsch E.F., Sambrook J., Cold Spring 
Qyhor Laboratory, Cold Spring Harbor, New york (1992)] in cellule H3T1 (1 x 10^), che derivano da cellule 
HeLa contenenti integraio una copia del plasmide reporter HTV-l LTR-CAT, e 48 ore dopo determinazione 
deirattivita deH'enzima CAT [Gorman et al. Mol. Cell. Biol. 2:1044 (1982)]. 

I DNA di pCV-Tat o di pCVO (0.5-2 mg) risospesi in soluzione fisiologica saranno inoculati per via 
intramuscolare in due siti. 2-5 giomi prima della vaccinazione, gli animali verrarmo inoculati con 1 ml di 
soluzione fisiologica contenente lo 0.5% di bupivacaina e lo 0.1% di metilparabene nei due siti, 
opportunamente marcati, in cui successivamente verra eseguita la vaccinazione, per aumentare Tupiake e 
Tespressione del DNA nel muscolo [Danko et al., Vaccine 12: 1499 (1994); Fine et al.. Aim. Plast: Surg. 20:6 
(1988)]. Le scimmie saranno inoculate al tempx) 0 e dopo 5, 10, 15, 22 e 27 settimane. Infine alia 32^ 
settimana sara eseguito un richiamo con la proteina Tat ricombinanie (10 ^g) in presenza di Iscom. Gli 
animali saranno osservati giomalmente per quello che riguarda i parameiri clinici come descritto nelPesempio 
4. Inoitre si preleveranno campioni di 10 ml di sangue prima delPinizio della hnmunizzazione e negli siessi 
giomi delia inoculazione come descritto . neiP esempio 4. L'eflfetto protettivo della vaccinazione sara 
determinaio dopo il ''challenge" delle scinmiie, che sara attenuato alia 41^ settimana dall'lnizio della 
immunizzazione, inoculando-per via endovenosa 10 MID50 di SHIV. D moiutoraggio post-challenge sara 
effemiato come descritto neU'esempio 4. Saranno valutaii anche protocolli di immunizzazione in cui saranno 

i combinazioni dei DNA esprimenti gli aitri geni di HIV- 1 e/o citochine, descritti neU'esempio 3. 
I DNA di plasmidi pCVO e pCVTat possono essere inoculati negli animali utilizzando altri sistenu di 
"deliver}" che poirebbero rendere piii efficace T immunizzazione, quali Tuso di liposomi, nanoparticelie o 
'•gene gun". 



Esempio profetico 7 . Use delle celluk dendritiche 

I precursori di cellule dendritiche saranno isolati dal sangue periferico di primati non umani appanenenti alia 
specie Macaca fascicularis mediante coitura in vitro di cellule aderemi con GM-CSF e IL-4 per 7-14 giomi. 
L'analisi morfologica e la caratterizzazione fenotipica (FACS anaiisi e immunoistochinuca dopo cyiospin) 
verranno condotte per confermare la identity delle cellule ottenute in coitura. L'analisi fiinzionale si baseri 
suila capacita delle cellule isolate di indurre la proliferazione di linfociti allogenici, caratteristica disiintiva 
delle cellule dendritiche. 

Le cellule dendritiche risospese alia concentrazione di 1x10^/100 \i\ in RPMI 1640 contenente il 5% di siero 
autologo, 10 mM di Hepes buffer, 100 U/ml di penicilHna-streptomicina, 0.5 mg/ml di amfotericina B, e 
glutammina alio 0.03% saraimo incubate per 2 ore a ll^C in presenza di Tat o di suoi peptidi o delle 
combinazioni Tat, Rev, Nef, Gag e/o citochine e successivamente inoculate 2 o piu' volte a distanza di 2-4 
settimane per via endovenosa. Altemativamente, le cellule dendritiche verranno trasdotte con vettori 
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contenenti il gene tat da solo o asscxiiato con gli altri vettori summenzionati e successivamente ii 
endovena. 

« 

Esemipio Profetico 8. Vaccinazione teraoeutica 

Per stabilire Tefficacia di una vaccinazione terapeutica anti-Tat, sia proteica che a DNA, verranno allestiti 
esperimenti in scimmie gii infettate con SHIV in fase asintomatica e sintomatica. In particolare si valuteri la 
comparsa di alierazioni nei sito di inoculo e di simomi generali nelle scimmie asintomatiche e di modificazioni 
della sintomatoiogia in animali gia sintomauci. Benche remota, esiste infatti la possibilita che in scimmie 
infette I'inoculazione del Tat aumenti la replicazione virale. Turtavia, questo effetto dovrebbe essere 
transitorio in considerazione sia della dose modesta di Tat inocuiata, che della breve emivita della proteina 
transanivatrice (Tl/2: 12 h). Nel caso cio si dovesse verificare impiegheremo i muianti del Tai (sotto forma 
di proieine, pepiidi o di DNA), descritti neU'esempio 2. Altemativameme uulizzeremo in congiunzione con 
il vaccino, inibitori della replicazione virale. Per valuiare gli effetd della vaccinazione sulla progressione della 
malattia, il monitoraggio dei parametri clinici, di laboratorio e viro-immunologici (descritti sopra) verra 
effettuato al tempo zero, al momento della successiva somministrazione deirimmunogeno e 30 giomi dopo la 
stessa. Dopo Tultima inoculazione il monitoraggio awerra con frequenza mensile ed ogni qualvolta siano 
apparsi segni indicanti un repentino cambiamenio del quadro clinico. Campioni di PBMC, siero, plasma ed 
i^e verranno congelati ad ogni controUo per successive valutazioni come descritto in precendenza. 

Esempio profetico 9. Stimolazione dcirimmunita mucosale 

Gil immunogeni descritti saranno utilizzau per* indurre e/b potenziare una risposta immune specifica a 
livello delle mucose. Uno degli approcci che verra utilizzato si basa sull'uso di batteri (Streptococco gordonii, 
commensale della cavit^l orale dell'uomo) **ingegnerizzati'' ad esprimere gli antigeni virali sopra menzionati. 
Questi baneri sono in grado di colonizzare la mucosa orale e vaginale nei ropi, e di indurre una risposia 
anucorpale sj)ecifica locale e sisiemica nei confronri degli antigeni eierologhi espressi sulla superficie dei 
batteri ricombinanti [Oggioni et al., Vaccine 13: 775 (1995); Medaglini ei al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 
6868 (1995); Medaglini et al.. Vaccine 1997, in press]. L'inveniore ritiene che quesio metodo possa essere 
utilizzaio con successo per indurre nelle scimmie cynomolgus I'immunizzazione specifica anche per via 
vaginale Aliemativameme I'immunita mucosale puo essere indoua con gli immunogeni proteici descrini 
sopra. uniizzando alni sisiemi di "delivery" banerici e non quaii le citofectine ed i liposomi, e le vie di 
inoculazione che sono in grado da indurre la piii efFicace risposta immune e protettiva [Lewis et^,,..y^ine 
Press. Ed. Robinson, Farrar, Wiblin; Hunian Press. Totowa, New Jersery (1996); Lehnery^t.rai.^.'^VmJh^ 
Research 1 :319 (1992); Honenbang et al.. Infeci. Immun. 62:i5 (1994)]. 

o 
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1. Vaccino contro I'AIDS, i tumori e le sindrotni insorgenti nei 
soggetti infettati da HiV-l comprendente proteine ricombinanti o 
peptidi del Tat wild-type e dei suoi mutanti (cys22, lys4i, 
RGDdelta e lys4i-RGDdelta) . 

2. Vaccino secondo la riv. i in cui le proteine o i peptidi e 
mutanti sono combinati con proteine o peptidi di Nef, Rev o Gag. 

3. Vaccino secondo la riv. l in cui le proteine o i peptidi e 
mutanti sono combinati con le citochine immunomodulatrici di IL- 
12 e IL-15. 

4. Vaccino a DNA contro I'AIDS, i tumori e le sindromi 
insorgenti nei soggetti infettati da Hiv-i comprendente molecole 
o frammenti di DNA codificanti per Tat wild-type o per i mutanti 
(cys22, lys41, RGDdelta e lys4l-RGDdelta) , dette molecole o 
frammenti di DNA essendo inseriti nei vettore plasmidico pCVO . 

5. Vaccino secondo la riv. 4 in cui le molecole o frammenti di 
DNA sono combinati con molecole o frammenti di DNA dei geni nef, 



6. Vaccino secondo la riv, 4 in cui le molecole o frammenti di 
DNA sono combinati con molecole o frammenti di DNA delle 
. ;: i tochine immunomodulat r i ci d i I L -12 e IL - 3, 5 . 

7. Impiego di proteine ricombinanti o peptidi del Tat wild-type 
e dei suoi mutanti (cys22, lys4l, RGDdelta e lys4l-RGDdelta) , o 
relative combinazioni con proteine o peptidi di Nef, Rev o Gag, 
o relative combinazioni con le citochine immunomodulatrici di 
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IL-12 e IL-15 per itnmunizzare cellule dendritiche autologhe 
indotte ad esprimere gli antigen! corrispondenti . 

8. Impiego di proteine ricotnbinanti o peptidi del Tat wild-type 
e dei suoi mutanti (cys22, lys4l, RGDdelta e lys41-RGDdelta) , o 
relative combinazioni con proteine o peptidi di Nef, Rev o Gag, 
o relative combinazioni con le citochine immunomodulatrici di 
IL-12 e IL-15 per realizzare farmaci o vaccini per immunizzare 
cellule dendritiche autologhe trasdotte con vettori eucariotici 
contenenti dette proteine ricotnbinanti o peptidi del Tat wild- 
type e suoi mutanti e relative combinazioni. 

9. Impiego secondo le riv. 7 e 8 per realizzare farmaci o 
vaccini per immunizzazione a livello mucosals. 

10. Impiego di proteine ricotnbinanti o peptidi del Tat wild-type 
e dei suoi mutanti (cys22, lys4i; RGDdelta e lys4l -RGDdelta) , o 
relative combinazioni con proteine o peptidi di Nef, Rev o Gag, 
o relative combinazioni con le citochine immunomodulatrici di 
IL-12 e IL-15 per realizzare farmaci o vaccini per immunizzare 
cellule del sangue periferico tramite co- s t imolazione con 
anticorpi monoclonali anti-CD3 e anti-CD28. 

Roma , 

/pv ; 

per Ensoli Bsrtja^a^ 
il Mandatario 




Dr.ssa Maria vittoria Primiceri 



del la NOTARBARTOLO 




S.rp,A. 
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Descrizione della domanda di brevetto per Invenzione Industriale dal 
titolo: 

"Tat di HIV-I o suoi derivati, da soli od in combinazione. a scopo 
vaccinale, profilattico e terapeutico, contro TAIDS, i tumori e le sindromi 
associate" 

A noma di: Barbara Ensoli ^ 
con sede in Roma 




Inventore designate: Barbara Ensoli 

o Depositata il con il n. 

***** 

La presente invenzione concerne un vaccine, profilattico e terapeutico, 
anti-HIV, anti-AIDS e contro i tumori e le sindromi associate airinfezione 
da HIV Che utilizzi proteine, peptidi e DNA (wild-type o mutati) del Tat di 
HIV, da solo cd associate a proteine, peptidi e DNA di altri prodotti virali 
(Nef, Rev, Gag) o di citochine ad effetto potenziante la risposta immune 
antivirale. L'invenzione prevede anche la immunizzazione tramite cellule 
O dendritiche autologhe, rimmunizzazione mucosale o Timmunizzazicne 
ex vivo di cellule del sangue periferico espanse tramite co-stimolazione 
con anticorpi monoclonali anti-CD3 e anti-CD28. 



State deirarte 

L'AIDS (sindreme da immunodeficienza acquisita) e causata dal virus 
HIV e caratterizzata da immunodeficienza, insorgenza di tumori 
seprattutto il sarcoma di Kaposi (KS) e linfomi a cellule B, infezioni 
eppertunistiche ed alterazioni del sistema nerveso centrale. Poiche 
I'AIDS e diffusa in tutto il mondo ed ha un'elevata mortalita, uno degli 
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obiettivi piu importanti di sanita pubblica e lo sviluppo di un vaccino anti- 
HIV profilattico e/o terapeutico. A tale scopo e stato principalmente 
utilizzato come immunogeno I'envelope virale o sue subunita, ma i 
risultati sono stati insoddisfacenti per I'estrema variabilita dell'envelope 
virale [Wain-Hobson. Curr. Opin. Genet. Dev. 3:878 (1993); Myers et al.. 
Human Retroviruses and AIDS. Theoretical Biology and Biophysics, Los 
Alamos, NH, 1995)]. Pertanto si ritiene che, in alternativa aH'immunita 
sterilizzante, possa essere sufficiente ottenere il blocco della 
progressione dell'lnfezione (vaccino terapeutico). Inoltre, risposte 
immuni protettive possono essere ottenute utilizzando come 
immunogeni region! di DNA dell'agente patogeno [Lu et a!., J. Virol. 
70:3978 (1996); Boyer et al.. Nature Med. 3:526 (1997)]. In 
considerazione dei dati sperimentali pubblicati, I'inventore ritiene 
necessario utilizzare un vaccino allestito con prodotti virali diversi da 
env che siano piu conservati tra i vari isolati di HIV, in grado di indurre 
un'efficace risposta immune sia umorale che cellulare, e che abbiano 
una funzione vitale per il virus. 

Questi debbono essere sperimentati nel modello dei primati non umani 
in quanto il sistema immune e piu simile a quello deiru omo di quelle di 
animal! filogeneticamente piu distant! e nei quaii si sviluppa AIDS dopo 
infezione. La proteina regolatrice Tat di HIV-1 possiede tutti questi 
requisiti: e conservata, immunogenica ed essenziale per le fasi precoci 
dell'lnfezione virale. Inoltre Tat svolge un ruolo fondamentale non solo 
nella replicazione virale e nella trasmissione e progressione 
dell'lnfezione, ma anche come fattore di insorgenza e di progressione 
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dei tumori associati all'MDS, quali il KS che e il tumore piu frequente 
associato all'AIDS, e di altre sindromi e sintomi che insorgono dopo 
I'infezione da HIV. 

Tat e una proteina di 86-102 aminoacidi, a seconda dei ceppi virali 
codificata da due esoni. Tat e prodoUa precocemente dopo I'infezione, 
si localizza nel nucleo e transattiva I'espressione dei geni virali 
interagendo con la sequenza bersaglio "Tat-responsive element" (TAR) 
deiriTR [Chang et al., J. Biomed. Sci. 2:189 (1995)]. Tat potrebbe 
anche avere un ruolo nella viojlenza di HIV tramite altri meccanismi di 
azione nel cicio virale [Huang et aL, EMBO J. 13:2886 (1994); Neuvet et 
aL, J. Virol. 70:5572 (1996); Harrich et al, EMBO J. 16:6 (1997); Li et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:8115 (1997)]. II prodotto del primo 
esone (aminoacidi 1-72) e conservato in diversi isolati virali [Myers et 
al-, Human retroviruses and AIDS. Theoretical Biology and Biophysics. 
Los Alamos. (1995)] ed e sufficiente per la transattivazione di HIV-1 
[Chang et aL, J. Biomed. Sci. 2:189 (1995)]. Esso contiene 4 domini. II 
dominio acidico (aminoacidi 1-21) e importante per l interazione di Tat 
con proteine cellulah; la regione ricca in cisteine (aminoacidi 22-37) 
rappresenta il dominio di transattivazione. Questa regione e la piu 
conservata negli isolati primari [Meyerhans et at., Cell 58:901 (1989)]. 
La sostituzione delta cisteina 22 con una glicina abolisce la capacita di 
Tat di transattivare THIV-LTR [Yang et al., J. Virol. 70:4576 (1996)]; la 
regione core (aminoacidi 38-48) e anch'essa conservata ed importante 
per I'attivazione, e la sostituzione della lisina 41 con una treonina 
inattiva Tattivita transattivante di Tat suirLTR di HIV [Kashanchi et al., J. 
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Virol. 70:5503 (1996)]; il dominio basico (aminoacidi 49-57). ricco in 
arginine e lisine, e necessario per la localizzazione nucleare e lega 
specificamente il suo RNA bersaglio (TAR) [Chang et al.. J. Biomed. Scfr^' 
2:189 (1995)]. Inoltre, la regione basica e responsabile del legam^-der 
Tat extracellulare aU'eparina e agli eparan soifati proteoglicani (HStPG) 
[Chang et al., AIDS 11:1421 (1997)]. Mutazioni nella regione baste^ 
aboliscono queste interazioni. La porzione carbossi-terminale di Tat non 
e necessaria per la transattivazione dell'LTR, ma contiene una 
sequenza arginina-glicina-acido aspartico (RGD), normalmente 
presente nelle proteine deila matrice extracellulare (ECM), responsabile 
del legame di Tat ai recettori integrinici a53i e avp3 e degli effetti di Tat 
sui tumori associati all'AIDS e sul sistema immune, vascolare e nervoso 
[Barillari et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 149:3727 (1993); Ensoli et al., 
Nature 371:674 (1994); Zauli et aL. Blood 80:3036 (1996); Chang et. al., 
J. Biomed. Sci.. 2* 189 (1995]). Durante I'infezione acuta delle cellule T 
con HIV-1 o dopo transfezione del gene tat in cellule COS-1, la proteina 
Tat e rilasciata in assenza di morte cellulare nell'ambiente extracellulare 
[Ensoli et al„ Nature 345:84 (1990); Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993); 
Chang et al., J. O i omcd. G u . 2.10 9 ( 1 995)]. II fi l ijijcio di I at dalle cellule 
infettate avviene anche in vivo poiche Tat e presente nel siero di 
soggetti infetti [Westendrop et al., Nature 375:497 (1995)] e nelle lesioni 
AIDS-KS [Ensoli et al., Nature 371:674 (1994)]. Dopo il rilascio, una 
parte della proteina rimane in forma solubile mentre I'altra si lega agli 
HSPG della ECM. Tat legato agli HSPG puo essere recuperato in una 
forma solubile daireparina. II legame con Teparina e dovuto alia regione 
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basica di Tat, previene gli effetti del Tat extracellulare e protegge la 
proteina dairossidazione tanto da averci consentito la purificazione di 
Tat con alta attivita biologica [Chang et al., AIDS 11:1421 (1997)]. Tat 
extracellulare puo essere internalizzato dalle cellule, puo migrare nel 
nucleo e transattivare Tespressione del genoma virale [Frankel et al., 
Cell 55:1189 (1988); Mann et al., EMBO J. 10:1733 (1991); Marcuzzi et 
al.. J. Virol. 66:4228 (1992); Ensoli et al.. J. Virol. 67:277 (1993)]. 
Uinternalizzazione di Tat avviene per endocitosi mediata dal legame 
dell'RGD all'asPi e av33 [Barillari et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
90:7941 (1993) Ensoli et al., Nature 371:674 (1994)] e/o tramite 
endocitosi mediata dalla regione basica che si lega agli HSPG. 
Tat pu6 attivare la replicazione virale e la diffusione dell'infezione anche 
tramite meccanismi indiretti che coinvolgono la modulazione 
dell'espressione di geni cellulari, che hanno un ruolo chiave nel 
controllo della sopravvivenza cellulare. e di citochine infiammatorie con 
effetto sulla replicazione virale [Chang et al., J. Biomed. Sci. 2:189 
(1995)]. 

Oltre ad essere essenziale per la replicazione del virus, Tat svolge un 
ruolo mo l to importai i lb- ii elld pHluyene si d^llAIUb. lai e in grade di 
modulare la sopravvivenza e proliferazione di cellule infettate e non 
infettate determinando I'attivazione o repressione di citochine, quali IL-2 
[Puri et al.. AIDS Res, 11:31 (1995); Westendorp et al., J. Vircl. 68:4177 
(1994); Chirmule et al., J. Virol. 69:492 (1995)], o di geni che svoig'ono 
un ruolo chiave nel cicio cellulare (Sharrha et al., Biochem. Biophys. 
Res. Co. 208:704 (1995); Zauli et al., Blood 86:3823 (1995); Li et a!., 
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Science 268:229 (1995); Westendorp et al.. Nature 375:497 (1995): 
Gibellini et al.. Blood 89:1654 (1997)]. Gli effetti anti- o pro-apoptotici di 
Tat dipendono da diversi fattori quali il tipo cellulare, da! fatto che Tat 
sia espresso dalla cellula o aggiunto alia cellula, e dalle sua 
concentrazione [Ensoli et al., Nature 345:84 (1990); Ensoli et al., J. 
Virol. 67:277 (1993); Zauli et ai.. J.lmmunoK 157:2216 (1996)]. 
Tat e il fattore responsabile deiraumentata frequenza ed aggressivita 
del KS in soggetti infettati da HIV-1 [Ensoli et aL, AIDS Updates, Eds. V. 
De Vita. Jr., Hellman S., Rosenberg SA, Lippincott J.B., Philadelphia: 
7: 1 (1994); Corallini et al.. Cancer Res. 53: 1 (1993)]. II KS e un tumore 
di origine vascolare e la neoplasia piu frequente in soggetti infettati dal 
virus. Tat induce le cellule KS e le cellule endoteliali attivate da 
citochine infiammatorie (IC) a migrare. esprimere collagenasi IV, 
invadere la ECM e proliferare, processi necessari per I'angiogenesi e 
I'invasione tumorale. [Ensoli et al., Nature 345:84 (1990); Ensoli et al., J. 
Virol. 67:277 (1993); Ensoli et al.. Nature 371:674 (1994); Albini et a!., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:4838 (1995); Fiorelli et a!., J. Clin. Invest. 
95:1723 (1995)], Questi effetti del Tat sono indotti dalle IC, poiche esse 

ctimnlann rPQprfagginriQ Hai rnrn\\nn pnr Tnf I'mj^] o r^yf^j [Rnri ll nr i nt 

al., Proc Natl. Acad. Sci. 90: 7941 (1993)]. Tat mima I'effetto delle 
proteine della ECM, quali la fibronectina e la vitronectina e la regione 
contenente la sequenza ROD e la regione basica sono necessarie per 
gli effetti del Tat extracellulare sulle cellule KS, sull'angiogenesi e sulla 
progressione del KS. La dimostrazione della presenza di Tat 
extracellulare e del sue legame in vivo ai recettori per il Tat nelle lesioni 
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AIDS-KS [Ensoli et al., Nature 345: 84, 1994] sostiene I'idea che Tat sia 
coinvolto neirinsorgenza e nel mantenimento del KS associato alVAIDS. 
Inoltre topi transgenici per il gene tat sviluppano tumori tipo KS o di altro 
fenotipo a seconda del livello di espressione del transgene [Vogel et 
al., Nature 335: 601 (1988); Corallini et al., Cancer Res, 53: 5569 
(1993)]. 

E' stato suggerito che Tat svolga anche un ruolo nei fenomeni 
iperproliferativi e nella patogenesi dei linfomi B frequentemente 
osservati in individui sieropositivi ed in topi-transgenici per tat [Vellutini 
et aL, AIDS Res. Hum. Retrov. 11:21 (1995)], tramite meccanismi che 
coinvolgono Taumento deU'espressione di bcl-2 e di citochine [Puri et 
al., Cancer Res., 52:3787 (1992)]. Altre evidenze confermano un 
possibile ruolo di Tat nell'oncogenesi [Kim et al., Oncogene 7: 1525 
(1992)]- 

Tat puo anche attivare Tespressione di promotori virali quali quelli degli 
herpesvirus ed altri virus che si riattivano in soggetti con AIDS 
favorendo Tinsorgenza e la progressione di infezioni opportunistiche 
[Chang et al., J. Biomed. Sci. 2:189 (1995)]. 

il Tat infine, sembra anche esercitare effetti neurotossici sia diretti. 
tramite la regione basica e I'RGD, che indiretti tramite i'induzione di 
citochine infiammatorie ad effetto tossico sui neuroni del sistema 
nervoso centrale o sulia barriera ematoencefalica [(Chang et al., J. 
Biomed. Sci. 2:189 (1995)). In soggetti aduiti ed in soggetti pediatrici le 
alterazioni del sistema nervoso centrale possono portare a demenza e 
ad alterazioni dell'apprendimento e del comportamento, rispettivamente. 
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Per quanto riguarda la risposta immune al Tat, diversi studi 
suggeriscono che gli anticorpi anti-Tat hanno un ruolo protettivo e 
possono controllare I'evoluzione della malattia in vivo [Reiss et al., J. 
Med Virol. 30:163 (1990); Rodman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US/ 
90:7719 (1993); Rodman et al.. J. Exp. Med. 175:1247 (1992); Re et a!., 
J. Acquir. Immun. Defic. Syndr 10:408 (1996)]. tnoltre, in vitro , anticorpi 
anti-Tat, non solo sopprimono rinternalizzazione. I'attivazione trans- 
cellulare di Tat e I'infezione [Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993); Re et 
al., J. Acq. Immun. Def. Synd. 10:408 (1995)], ma inibiscono anche !3 
proliferazione, la migrazione indotta da Tat di cellule AIDS-KS e la 
formazione di lesioni simil-KS indotte da nel topo [Ensoli et al., Nature 
345:84 (1990); Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993); Ensoli et a!.. Nature 
371:674 (1994)]. Infine, i nostri risultati preiiminari indicano che anticorpi 
anti-Tat sono assenti in soggetti con AIDS-KS suggerendo che questi 
individui non possiedono attivita anticorpali bioccanti il Tat extracellulare 
e, pertanto, che questa proteina possa agire indisturbata. 
Lo sviluppo di una risposta cellulo-mediata anti-Tat nella fase iniziale 
deirinfezione e importante nel controllo dell'infezione [Voss et al.. 
Virology 208:770 (1995); Rinaldo et al., AIDS Res. Hum. Retrov. 11:481 



(1995); Harrer et al.. AIDS Res. Hum. Retrov. 12:585 (1996)] ed esiste 
una correlazione inversa tra la presenza di CTL specifiche anti-Tat e la 
progressione delta malattia [van Baal et., J. Gen. Virol. 78:1913 (1997)]. 
Simili risultati sono stati ottenuti da studi condotti su macachi inoculati 
con SIVmac [Lu et al., J. Virol. 70:3978 (1996); Venet et al., J. Immunol. 
148:2899 (1992)]. Inoltre recenti studi in topi di varia specie in cui il Tat 
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e slato inoculato sia sotto forma di plasmide che di proteina hanno 
indicate che 6 possibile indurre una risposta sia umorale che cellulare 
verso la proteina [Hinkula et al., J, ViroL 71:5528 (1S97)] benche si sia 
osservata variabilita da specie a specie di topo e questi risultati non 
siano stati riprodotti con gli stessi immunogeni in uno studio sui primati 
non umani [Quesada-Rolander et al., ABS 6-S1. 2nd European 
Conference on Experimental AIDS Research, Stockholm, Sweden. May 
31 -June 3 (1997)], La mancanza di riproducibilita della sperimentazione 
vaccinale nel topo rispetto a quella del primati non umani e frequente e 
probabilmente dovuta al sistema immune che e differente nelle due 
specie animali e che pu6 dar luogo a risposte immuni differenti con lo 
stesso immunogeno, come evidenziato per THIV con la proteina Env del 
virus. Cio richiede che gli immunogeni candidati per le sperimentazioni 
vaccinali per I'uomo siano saggiati nei primati non umani e non solo in 
specie inferiori. 

L'inventore ritiene che altre proteine virali, o loro parti, possano essere 
o associate al Tat e potenziare una risposta immune specifica contro 
rmv, ed essere di beneficio anche per la vaccinazione contro 

rinsoroenza di tumori e di altre patoloaie o sintomi associati all'infezione 

di HIV. Questi prodotti sono le proteine Nef, Rev e Gag di HIV. 
II Nef e un'altra proteina regolatrice viraie importante per lo sviluppo 
della malattia [(Allan et al.. Science 230:813 (1985); Franchini et al.. 
Virology 155:593 (1986); Guy et al., Nature 330:266 (1987)] prodotta 
precocemente dopo Tinfezione e rilasciata nell'ambiente extracellulare, 
Nel sistema SlVmac/niacaco la presenza di Nef correla con alte dosi di 
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carica virale e con la progressione verso I'AIDS [(Kestler et al., Science 
248:1109 (1991)]. II Nef e piu variabiie del Tat [(Myers et al., Human 
Retroviruses and AIDS. Theoretical Biology and Biophysics. Los 
Alamos, NH (1995)]. Nef e una proteina immunogenica [(Gobert et al., 
Virology 176:458 (1990); Choppin et al.. J. Immunol, 147:569 (1991); 
Culman et al., J. Immunol. 146:1560 (1991); Tahtinen et al.. Virology 
187:156 (1992)1. ed e capace di indurre CTL [(Bourgauit et al., J. Virol. 
66:75 (1992); Couillin et al., J. Exp. Med. 180:1129 (1994)]. In 
particolare e stata evidenziata una regione immunodominante nella 
regione centrale di Nef (regione 73-144) che e riconosciuta dalla 
maggior parte del pazienti con CTL anti-Nef. 

Rev e una proteina regolatrice virale prodotta precocemente durante 
rinfezione [Gait et al., Trends Biochem. Sci. 18:255 (1993); Parslow, 
Human Retrovinjses. Ed. B.R. Cullen, IRL press, Oxford, England, p. 
101 -(1993)1 e rilasciata nell'ambiente extracellulare. Rev e essenziale 
per la replicazione di HIV e la progressione della malattia, ed e 
codificata da due esoni, parzialmente sovrapposti a quelli codificanti per 
Tat. Rev e una proteina nucleare [Felber et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. 

Ptfi-l2lQg^ (IPftQ)] nprnrrnri-i pnr rn.nprnnnlnnia Hfii rf li RNA i i i fafSSfciUUH l l 

virali per le proteine tardive [Malim et al., Nature 338:254 (1989)]. Rev e 
una proteina altamente conservata fra i diversi isolati virali di HiV-1 
[Meyers et al., Human Retroviruses and AIDS: A compilation and 
analysis of nucleic acid and amino acid sequences, Los Alamos 
Laboratory, Los Alamos, NM p.1 (1993)] ed e immunogenica. Induce, 
infatti, la produzione di anticorpi specifici diretti contro i due dominii 
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funzionali della proteina [Pilkington et al., Mol. Immunol. 33:439 (1996)] 
durante I'infezione naturale nell'uomo [Reiss et al., AIDS Res. Hum. 
Retrov. 5:621 (1989)] e dopo inoculazione nel topo [Hinkula et al., J. 
Virol. 71:5528 (1997)]. La diminuzione dei livelli sierici degli anticorpi 
anti-Rev sembra correlare con la progressione verso I'AIDS [Reiss et 
aL, AIDS Res. Hum. Retrov. 5:621 (1989)]. Rev e in grado di indurre 
CTL sia nell'uomo che nella scimmia [van Baalen et al., J. Gen. Virol. 
78:1913 (1997); Venet et al., J. Immunol. 148:2899 (1992)] ed e stato 
riportato che una risposta CTL specifica anti-Rev, precocemente 
durante Tinfezione, correla inversamente con la progressione della 
malattia [van Baalen et al., J. Gen. Virol. 78:1913 (1997); Venet et al., J. 
Immunol. 148:2899(1992)]. 

Un altro bersaglio virale e rappresentato dal gene gag che h espresso 
tardivamente durante I'infezione e codifica per un gruppo di proteine 
strutturali del capside altamente immunogeniche [Bruisten et aL, J. 
Infect. Dis. 166:620 (1992); Sipsas et al., J. Clin. Invest. 99:752 (1997)]. 
I titoli anticorpali anti-Gag rimangono elevati e stabili nella fase 
asintomatica delTinfezione, mentre diminuiscono a livelli molto bassi 
quando I'infezione progredisce ad AIDS conclamato. in concomitanza 
con il calo dei linfociti CD4+ e il ritrovamento del virus nel sangue [Baur 
et al., J. Infect. Dis. 165:419 (1992); Koup et aL, J. Virol. 68:4650 
(1994)]. .Le proteine del Gag inducono attivita CTL precocemente 
durante Tinfezione, sia nell'uomo che nei primati [Mcfarland et aL, J. Inf. 
Dis. 170:766 (1994); Yasutomi et al., J. ViroL 70:678 (1996)], e la loro 
presenza correla significativamente con il controllo della viremia iniziale 
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e della progressione delta malattia [Klein el al., J. Exp. Med. 181:1365 
(1995); Aryoshi et al.. AIDS 9:555 (1995): Rinaldo et al., J. Virol., 
69:5838 (1995); Yang et al., J. Virol. 70:5799 (1996); Lubaki et aL/j! 
Infect. Dis. 175:1360 (1997)], Infine, le proteine p17 e p24 contengono 
epilopi immunodominanti che sono conservati tra dtversi isolati di HIV-1 
e HiV-2 e riconosciuti da CTL [Littaua et al., J. Virol. 65:40 (1991); 
Buseyne et al., J. Virol. 67:694 (1993); Nietfield et al.. J. ImmunoL 
154:2189 (1995); van Baalen et aL, J, Gen. Virol., 77:1659 (1996); 
Nixon et al.. Nature 336:484 (1988)], 

L'inventore ritiene che citochine, o lore parti, quali riL-12 e riL-15, o 
altre citochine ad azione immunomodulante o comunque potenziante 
I'effetto immunogenico di Tat possano essere utilizzate come adiuvanti 
nella vaccinazione anti-Tat. L'IL-12 e una potente citochina 
immunoregolatrice prodotta datle cellule presentanti I'antigene quali 
cellule B e dendritiche [Per review vedi Trinchieri, Curr. Opin. Hematol. 
4:59 (1997)]. LML-12 e prodotta precocemente dopo I'infezione da HIV 
ed ha azione proinfiammatoria inducendo ie cellule NK e i tinfociti T a 
produrre IFNy che determina I'attivazione dei fagociti e favorisce 
rinduzione di linfociti Thi. UIL-12 svolge un ruolo fondamentale 
nell'aumentare la resistenza nei confronti di molte infezioni causate da 
batteri, funghi, virus ed ha un'elevata attivita antitumorale. Si pensa che 
i virus che inducono un'immunodepressione, quali I'HIV e it virus del 
morbillo, agiscano anche attraverso meccanismi che sopprimono la 
produzione di IL-12. [Grosjean et al. J. Exp, Med. 186: 801 (1997); 
Fugier-Vivier et al, J. Exp. Med. 186: 813 (1997) Schnorr et al, Proc. 
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Natl. Acad. Sci. USA. 94: 5326 (1997)]. 
L'IL-15fi una citochina pleiotropica espressa dai tessuti non linfoidi, dai 
monociti/macrofagi attivati e dalle cellule dendritiche [Quinn et a!., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 239:6 (1997); Jonuleit et al.. J. 
Immunol. 158:2610 (1997)]. L'IL-15 svolge un ruolo importante nella 
regolazione deirattivita NK, della proliferazione dei linfociti T e 
deirattivita CTL [Jullien et al., J. Immunol. 158:800 (1997); Carson et al.. 
J. Clin. Invest. 99:937 (1997)], L'IL-15 induce I'espansione dei CTL 
contro antigen! di HIV, in assenza di IL-2 e linfociti T CD4+ funzionali 
[Kanai et al., J. Immunol. 157:3681 (1996); Agostini et al., Blood 
90:1115 (1997)]. Inoltre, riL-15 come riL-2, induce la comparsa di 
linfociti dotati di attivita citotossica ("lymphokine-activated killer", LAK) e 
stimola la produzione di IFNy nei PBMC di pazienti sieropositivi [Lucey 
et al., Clin. Diagn. Lab. Immunol. 4:43 (1997)]. L'IL-15 attiva i monociti a 
produrre chemochine, svolgendo un ruolo di regolazione nell'innesco 
dei processi Infiammatori [Badolato et al.. Blood 90:2804 (1997)]. 
Nell'ambito dei diversi sistemi voiti alia generazione di vaccini efficaci 
antivirali ed antitumorali, I'inventore ritiene che I'utilizzazione di cellule 
dendritiche possa essere un elemento chiave neH'induzione della 
risposta immune al Tat. Cio e dovuto al fatto che queste sono le cellule 
piu efficient! nel presentare I'antigene e le uniche in grade di stimolare 
linfociti vergini, in assenza di adiuvanti [Steinman R.M.. Exp. Hematol. 
24: 859 (1996)]. l^'uso di cellule dendritiche sostituisce la funzione di 
numerosi adiuvanti che consiste nell'indurre una risposta immunitaria 
non specifica (immunita naturale) che a sua volta in presenza 
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deH'antigene genera una potente risposta specifica primaria. 
Poiche' la trasmissione dell'infezione da HIV avviene prevalentemente a 
livello mucosale (genitale e rettale nell'adulto, orale nel neonate). 
I'inventore ritiene che I'induzione di immunita' protettiva a livello 
mucosale e' un obiettivo di primaria importanza. Numerosi studi hanno 
recentemente dimostrato la possibilita' di indurre immunizzazione 
mucosale locale e sistemica. In particolare la via nasale e quella orale si 
sono dimostrate fra ie piu' efficient! neH'indurre una efficace risposta 
immunitaria mucosale anche in siti distant!, quail Ie mucose genitali 
[Rosenthal ,et al,, Seminars in Immunology 9:303 (1997); O'Hagan et al., 
Novel Delivery Systems for Oral Vaccines, Eds. O'Hagan, DT. CRC 
Press Boca Raton, FL, p. 176 (1994)]. 

Studi recent! hanno dimostrato che la costimolazione di linfociti CD4+ 
con b!gl!e paramsgnetiche ricoperte con anticorpi monoclonal! anti-CD3 
e anti-CD28 determine Tespansione logaritmica e policlonale dei linfociti 
provenienti da soggetti infetti con HIV [Levine et al.. Science. 272: 1939- 
1943 (1996)] senza attivare la replicazione e la propagazione del virus. 
Questa attivita antivirale e conseguente alia modulazione negativa 
deirespressione d i CCR5, il corecettore per i ceppi monocitotropi 
dell'HIV-1 [Carrol et al. Science. 276: 273-276, (1997)] e, in misura 
minore agli elevati livelli di chemochine indotti mediante costimolazione 
con anticorpi monoclonal! anti-CD3 e anti-CD28 [Riley et al, J.Immunol. 
158: 5545-5553. (1997)]. L'inventore ritiene he la possibilita di 
espandere linfociti autologhi da soggetti infettati con HIV in assenza d! 
replicazione/propagazione virale consente di approntare un efficace 
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immunizzazione ex vivo , descritto negli esempi, che puo essere di 
grande utilita neirallestimento di un vaccino anti-Tat. 
L'inventore ritiene che queste osservazioni suggeriscono che 
rimmunizzazione con Tat da solo o combinato con altri prodotti virali o 
citochtne immunomodulanti, o loro parti, pctrebbe bloccare la 
replicazione virale in soggetti esposti dopo la vaccinazione e in soggetti 
gia infetti, mantenendo Tinfezione in uno stadio abortive che, pertanto, 
potrebbe essere controllata piu facilmente da! sistema immune. Pertanto 

^ rinventore ritiene che un vaccino basato sul Tat dovrebbe essere in 

grado di indurre una risposta immunitaria, sia umorale che cellulate, 
sufficiente a bloccare o ridurre la replicazione o la trasmissione del virus 
e quindi a proteggere dall'infezione, dalla malattia e dall'insorgenza dei 
tumori e di altre sindromi e sintomi associati all'AIDS. e possibile. quindi, 
impiegare il vaccino anti-Tat a scopi sia di prevenzione che di terapia. 
Infatti, una risposta umorale contro Tat potrebbe neutralizzare gli effetti 
di Tat extracellulare riducendo e limitando I'infezione, e gli effetti del Tat 
extracellulare, mentre la risposta cellulo-mediata verso Tat e altre 
proteine virali, incluse nella formulazione vaccinale, dovrebbe 

distruggere le cellule replicant! il virus e, quindi, contenere I'infezione, e 

dare tempo sufficiente al sistema immune dell'ospite di sviluppare una 
risposta immune complete verso tutte le componenti virali in assenza di 
danni irreparabili dovuti alTalta replicazione virale. 
Rivendicazioni 

L'oggetto dell'invenzione riguarda: 
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/ 

1. un vaccino prpteico o peptidico da applicare airuomo, profilattico e 
terapeutico, contro I'AIDS, i tumori e le sindromi ed i sintomi associati 
all'infezione da HIV, che comprende proteine ricombinanti del Tat 
wild-type e dei suoi mutanti (Seq. 1-5), espresse e purificate oomi^^^^ 
descritto, o dei suoi peptidi wild-type o mutanti (Pep. 1-7). che siano%^^ 




somministrati da. soli o coniugati con Tepitopo T-helper universale del 
tossoide tetanico o altri peptidi T-helper; 

2, un vaccino conne descritto sopra, combinato con proteine ricombinanti 
(3 o peptidi di Nef, Rev o Gag di HIV, oppure somministrato sottoforma 

di proteine di fusione Tat/Nef, Tat/Rev, Tat/Gag o parte delle stesse; 

3. un vaccino come descritto sopra, in combinazione con proteine 
ricombinanti di citochine immunomodulatorie, quali IL-12, IL-15 od 
altre molecole, o parti delle stesse, potenzianti la risposta immune 
antivirate, oppure somministrato sotto forma di proteine di fusione 
Tat/IL12, Tat/IL-15 o Tat/altre molecole. o parte delle stesse, 
potenzianti la risposta immune antivirale; 

(3 4. un vaccino a DNA da applicare airuomo, profilattico e terapeutico. 

contro I'AIDS, i tumori e le sindromi ed i sintomi associati all'infezione 
da HIV, che comprende vettori che codificano Tat wild- type o i suoi 

mutanti (Seq. 1-5), o parti di essi, inserlti nel vettore plasmidico pCVO 

0 altri vettori; 

5. un vaccino a DNA come descritto al punto 4, in combinazione con 
molecole di DNA, inserite nel vettore plasmidico pCVO o altri vettori, 
dei geni rev, nef e gag di HIV, o parte degli stessi. oppure 
somministrato sotto forma di plasmide co-esprimente tat/rev , tat/nef. 
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tat/gag o parte degli stessi; 

6. un vaccino a DNA come descitto sopra, in combinazione con 

molecole a DNA, basate sul plasmide pCVO o altri vettori, dei geni per 

le citochine immunomodulatrici IL-12. lL-15 o altri geni 

immunomodulatori, o parte degli stessi, potenzianti la risposta 

immune antivirale, oppure somministrato sotto forma di plasmide co- 

esprimente tat/IL-12. tatyiL-15 o tat/altre molecole . o loro parti, in 

grado di potenziare la risposta immune antivirale; 

0 7. un vaccino anti-Tat proteico, peptidico e/o a DNA da solo o 

combinato come sopra, descritto per I'lmmunizzazione con cellule 

dendritiche autologhe mediante trattamento ex vivo: 

# 

8. un vaccino anti-Tat proteico, peptidico e/o a DNA . da solo o 
combinato come sopra descritto per limmunizzazione mucosale 
(nasale, orale, vaginale o rettale); 
• 9. un vaccino anti-Tat proteico. peptidico e/o a DNA, da solo o 
combinato come sopra descritto, per Timmunizzazione ex vivo di 
O cellule dal sangue periferico di soggetti infettati che siano espanse 
tramite co-stimolazione con anticorpi mcnoclonali anti-CD3 ed anti- 
CD28 e reinfuse neH'ospite. 




10. un vaccino terapeutico anti-Tat proteico, peptidico e/o a DNA, come 

descritto, combinato con inibitori della replicazione virale. 
Descrizione dettagliata dell'invenzione 

La presente invenzione concerne un -vaccino, profilattico e terapeutico, 
contro I'infezione da HIV, la progressione verso I'AIDS, lo sviluppo di 
tumori e di altre sindromi e sintomi insorgenti in soggetti infettati dal 
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virus, Che utilizzi molecole ricombinanti, proteiche, peptidiche e a DNA 
di Tat di HIV. Piu in particolare, i!invenzione concerne un vaccino 
basato su Tat di HIV-I come immunogeno, inocuiato sotto forma di 
DNA e/o di proteina ricbmbinante o di peptidi, da solo o in combinazione 
con altri geni o prodotti genici virali {Nef, Rev. Gag) o parti di esse, 
oppure in combinazione con diverse citochine immunomodulatrici (IL-12. 
IL-15) 0 il gene codificante per una citochina immunomodulatrice o parte 
di esse. Tat, Nef, Rev, Gag e le citochine immunomodulatrici sono 
somministrati sia sotto forma di una miscela di proteine ricombinanti, di 
peptidi o di proteine di fusione (Tat/Nef, Tat/Rev, Tat/'Gag, Tat/IL-12, 
Tat/IL-15) che di DNA plasmidici. E' inoitre descritto un metodo di 
immunizzazione che utilizza cellule dendritiche autoioghe trattate ex 
vivo con la proteina Tat ricombinante, o suoi peptidi, da sola, o con una 
miscela di proteine ricombinanti o peptidi (Tat, Nef, Rev, Gag) o con la 
proteina Tat e una o piu citochine immunomodulatrici, o parti delle 
stesse, oppure trasdotte con vettori eucariotici contenenti Tat da solo, 
0 con geni virali codificanti per Nef, Gag o Rev, oppure Tat e il gene 
codificante per una citochina immunomodulatrice o parte di essi. E' 

^nche d p <trTittn ruQrv por rip/jM^ j npo Hi imo nrpnrf^ imm i i nn n li v/n l ln 

mucosale. II Tat, o suoi peptidi. da sola o in combinazione con con 
proteine virali e/o citochine e inoculata anche a livello mucosale per 
potenziare ed indurre la risposta immunitaria locale. La proteina Tat 
deH'HIV, o sue subunita, sara anche utilizzata per immunizzare ex vivo 
linfociti CD4+ e CD8+ isolati dal sangue periferico di soggetti infetti. 
Successivamente, le cellule specifiche per I'antigene Tat saranno 
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espanse in vitro mediante costimolazione con anticorpi monoclonali 
diretti contro il CD3 ed il CD28 e reinfuse, E' infine descritto I'uso di 
mutant! di Tat, identificati negli esempi, da utilizzare come immunogeni 
in alternativa a Tat wild type. I mutanti di Tat sono i) nella regione 
cisteinica (cys22) e ii) nella regione del core (Iys41 ), iii) ii mutante delete 
della sequenza RGD; iv) il doppio mutante nella lisina 41 e neirRGD. In 
alternativa alTuso di mutanti di Tat o peptidi di Tat (wild type o mutati in 
maniera analoga alia proteina) in caso di vaccinazione terapeutica si 
G) utilizzeranno, in congiunzione con Timmunogeno, inibitori della 
replicazione virale. 

La presente invenzione verra ora descritta in suoi esempi specifici, 
illustrativi, ma non limitativi, in cui si fara riferimento alle seguenti figure. 
Breve descrizione delie figure: 

FIGURA 1. Test di CAT per determinare la capacita della proteina Tat- 
cys22 (Tat22) purificata di competere con Tattivita transattivante deila 
proteina Tat wild type. Cellule H3T1, contenenti integrato nel proprio 
o genoma il vettore "reporter" HIV-1 LTR-CAT [Sodroski el al., Science 
227:171, (1985)], in cui il gene per I'enzima cloramfenicolo acetil 

transferasi (CAT) e postn ^csWa il rnntrnlln tra<^rri7innalP HpI prnmntnrp 

LTR di HIV-1. sono state incubate in presenza delfa proteina Tat wild 
type (100 ng) da sola o in combinazione con un eccesso molare di 
proteina Tat-cys22 (1 \xq). Uattivita transattivante di Tat sulI'LTR di HIV- 
1 e la capacita della proteina Tat-cys22 di competere con Tat wild type, 
sono state determinate dopo 48 ore, sottoponendo aliquote degli estratti 
citoplasmatici (corrispondenti a 200 |.Lg di proteine) al saggio per la 
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determinazione deH'attivita deU'enzima CAT. come descritto [Ensoli et 
aL. J, Virol. 67:277 (1993)]. Sono indicate le percentuali (%) di 

acetilazione del 1 4c.cioramfenicolo. 

FIGURA 2 . Risposta umorale del tipo IgG specifica anti-Tat in scimmi 
vaccinate con la proteina Tat, determinata mediante saggi immuno- 
enzimatici (ELISA). (A) riporta i risultati ottenuti su due scimmie 
inoculate con 10 0 con 100 ).ig di proteina Tat ricornbinante hsospesa in 
250 \x\ di siero autologo e 250 ^1 di RIBI, per via sottocutanea in un sito; 
(B) riporta i risultati relativi alia scimmia di controllo non inoculata. Le 
scimmie erano inoculate al tempo 0 e dopo 2, 5, 10, 15, 22 e 27 
settimane. La presenza della risposta anticorpale anti-Tat nei plasmi 
degli animali vaccinati veniva valutata mediante ELISA da noi allestiti e 
caratterizzati. La proteina Tat, era adsorbita ai pozzetti di piastre da 96 
di PVC (100 ng/pozzetto in 200 liI di tampone carbonate 0.05 M pH 9-6) 
per 12 ore a 4jC. Dopo 3 lavaggi con PBS-A 1x contenente Tween 20 
(0.05%), si aggiungevano i sieri (in doppio) diluiti 1:50 in 200 \x\ di 
tampone carbonate, si incubava a 37jC per 90'> si lavavano i pozzetti 
con PBS-A 1x/Tween 0.05% e si evidenziava la presenza degli 
immunocomp le ss i m e d i ant e Tagg i unta di 100 u l d i ant i corpo secondario 
(diluito 1:1000 in PBS-A Ix/Tween 0.1%/BSA 1%) coniugato con 
perossidasi di rafano, per 90' a temperature ambiente. Dopo 5 lavaggi 
dei pozzetti, si aggiungevano 100 |.il di substrate della perossidasi 
(ABTS 1 mM. Amersham) per 30-45' a temperatura ambiente e quindi si 
procedeva alia lettura spettrofotometrica a 405 nm. Ogni saggio ELISA 
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includeva un siero policlonale di coniglio anti-Tat (controllo positive) 
diluito da 1:20G a 1:6400, e i sieri delle scimmie preievati al tempo 0 
(controllo negativo) diluiti 1:50. II valore di cut off e slato considerate 
come la media (± S.D.) delle letture dei sieri di tutte le scimmie, preievati 
al tempo 0, ottenute in tutti gli esperimenti. I risultati riportati 
neiristogramma relativi a ciascun campione corrispondonc alia media 
delle density ottiche a 405 nm delle letture dei due pozzetti, sottratti del 
valore del cut off ± S.D {AOD405). >2,7: i valori di lettura erano fuori 
scala. 

FIGURA 3. Titolazione dei plasmi delle scimmie inoculate con 100 e 10 
^ig di proteina Tat ricombinante, descritti nella figura 2. I risultati in 
ordinata sono rappresentati come il reciproco della diluizione piu alta 
del siero che a 405 nm dava una lettura superiore al valore di cut off. 
FIGURA 4, Analisi della risposta umorale anti-Tat specifica oi tipo IgM in 
scimmie inoculate con Tat e determinate mediante saggio ELISA. Tre 
scimmie (Ml -3) inoculate sottocute con 10 pg di proteina Tat 
ricombinante risospesa in 250 ^1 di siero autologo e 250 ^1 di RIBI e 3 
scimmie (M4-6) inoculate sottocute con 10 .ug di Tat ricombinante 
■oso sp es a in 250 iil di sieio autuluyu ZbU |il di Alum; 2 scimmie di 
controllo inoculate sottocute con RIBI (250 e 250 i^l di siero autologo) 
(M7) e con Alum (250 jil e 250 |il di siero autologo) (M8). Le scimmie 
erano inoculate al tempo 0 e dopo 2. 6, 11 e 1 5 settimane. L'esecuzione 
dei saggi ELISA e la determinazione dei valori di cut off sono descritti 
nella figura 2. In questo caso i sieri degli animali erano saggiati (in 
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doppio) alia diluizione 1:100 e veniva utilizzato come anticorpo 
secondario un siero di capra anti-IgM di scimmia coniugato con 
perossidasi di rafano e diluito 1:1000. 

FIGURA 5. Analisi della hsposta umorale del tipo IgG specifica anti-Tat 
in scimmie inoculate con Tat determinata mediante saggio ELISA. Tre 
scimmie (Ml -3) inoculate con 10 ^ig di Tat ricombinante risospesa in 
250 |il di siero autologo e 250 jil di RIBI e 3 scimmie (M4-6) inoculate 
con 10 |.ig di Tat ricombinante risospesa in 250 di siero autologo e 
250 \x\ di Alum; due scimmie di controllo inoculate con RIBI ( 250 |.lI e 250 
lal di siero autologo) (M7) o con Alum ( 250 ul e 250 jit di siero autologo) 
(M8). Le scimmie erano inoculate al tempo 0 e dopo 2, 6. 11 e 15 
settimane. L'esecuzione dei saggi ELISA e la determinazione dei valori 
di cut off sono descritti nella figura 2. >2J: il valore era fuori scala. 
FIGURA 6. Titolazione dei sieri delle scimmie inoculate con la Tat 
ricombinante (10 ug) in presenza deH'adiuvante RIB! (Ml -3) o Alum 
(M4-6). I risultati sono rappresentati per ciascun siero come il reciproco 
della diluizione piu alta del siero che a 405 nm dava una lettura 
superiore al valore di cut off. 

- F t GURA 7. Ana li si de l la ri spos t a d i ip ersens i b ilit a rita r data a Tat 
mediante esecuzione dello skin test. La proteina Tat (5, 1 e 0.2 |ig), 
risospesa in 150 |.il di PBS contenente lo 0.1% di BSA e il tampone in 
cui 6 risospesa Tat, erano inoculati intradermicamente in un'area 
tricotomizzata del dorso deiranimale. Larea trattata veniva fotografata 
al tempo 0 e dopo 24, 48 e 72 ore. Le scimmie di controllo erano 
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inoculate solo con il tampone. Nella figura e' riportato un esempio 

relativo alia 15^ settimana della scimmia M2 a 48 ore dopo 
I'inoculazione degli immunogeni. E' evidente una forte reazione positiva 
a Tat. 

FIGURA 8. Cinetica della risposta proliferativa di P3MC di Macaca 
fascicularis alia costimolazione con anticorpi monoclonali anti-C03 e 
anti-CD28 su biglie paramagnetiche (biglie anti-CD3/28). I PBMC isolati 
dal sangue periferico erano depleti della sottopopolazione CD8 positiva 
tramite I'impiego di metodiche immunomagnetiche. Successivamencc;. 
parte dei linfociti CD8-depleti veniva stimolata con PHA e IL-2 (40U/ml) 
a partire dal giorr.o 3; la parte rimanente veniva fatta aderire alle biglie 
recanti gli anticorpi anti-CD3/28 ottenendo un popolazione di linfociti 
CD8-depletj e CD3/28 posi.tivi. A questa frazione veniva addizionata IL-2 
(40U/ml) a partire dal giorno 10 di coltura. Le cellule erano contate e la 
loro vitalita determinata ogni 2-3 giorni. II rapporto biglie : cellule veniva 
mantenuto costante, E' riportato il numero di cellule nel tempo. 
FIGURA 9. Effetto antivirale della costimolazione con biglie anti-CD3/28 
su PBMC di Macaca fascicularis, I linfociti CD8-depleti e CD8-depleti 
CD3+/CD28+, ott^nuti con le metodiche descritte nella figura 8 da 4 
scimmie, venivano stimolati come descritto ne!l*esempio 5. Le due 
frazioni erano infettate in vitro al giorno 0 con 0.1 M O. I. di 
SIVmac251/63M. La stimolazione veniva effettuata con PHA e IL-2 
aggiunta dal giorno 3, e con le biglie anti-CD3/28 senza aggiunta di IL-2 
esogena. La produzione virale veniva valutata determinando i livelli di 

o 

p27 (ng/ml) sui sovranatanti delle colture al giorno 6 e 12 dall'infezione, 
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come descritto nell'esempio 5. 
Esempio 1. Espressione, purificazione e caratterizzazione della 
proteina Tat d'solato IIIBl. proteine mutanti del Tat e peptidi wild 
type e mutanti di Tat. 

Notevoli difficolta sono state incontrate in passato per !a purificazione 
ed il mantenimento deirattivita biologica della proteina Tat a causa della 
facilita con la quale si ossida, si aggrega e perde attivita. Cio e dovuto 
all'alto contenuto in cisteine che formano legami intra- ed inter- 
molecolari modificando la conformazione della proteina nativa [Viscidi et 
al., Science 246:1606 (1989); Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993)]. II 
cDNA del gene tat (Seq. 1 , esempio 2), che e stato clonato nel vettore 
pL-syn fornitoci dai Dr J. F. DeLamarter e B. Allet (Glaxo Institute for 
Molecular Biology S.A., Ginevra, Svizzera), e stato usato per 
Tespressione della proteina in E.Coli, 

Un primo procedimento che abbiamo utilizzato e che ha portato 
all'ottenimento di una proteina attiva, prevedeva passaggi successivi di 
cromatografia liquida ad alta pressione e cromatografia a scambio 
ionico (Bohan et al, Gene Expr. 2:391 (1992); Ensoli et al., J. Virol. 
67:277 (1993)]. La protoino cosi ott e nu t a 9 puid per u l l f e 1 1 95% ed 
attiva [Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993); Ensoli et al., Nature 371:674 
(1994)], tuttavia non si otteneva una buona riproducibilita da lotto a 
lotto, dovuta all'ossidazione della proteina, che rappresenta il problema 
principale con le preparazioni di Tat commerciali. In seguito alia nostra 
osservazione che la regione basica del Tat ha una forte affinita per 
reparina e che Teparina ne impedisce Tossidazione, abbiamo usato la 
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cromatografia d'affinita con eparina e definite un nuovo protocollo di 
purificazione di Tat, come descritto da Chang et al., [AIDS 11: 1421 
(1997)]. Cellule (10 gr. di peso) di £ co// esprimenti Tat erano sonicate 
in 40 ml di tampone di lisi (fosfato disodico 20mM, pH 7.8; glicerolo ai 
2-5%; PMSF 0.2 mM; DTT 5 mM; mannitolo 50 mM; acido ascorbico 10 
mM; NaCI 500 mM) usando un Ultrasonic Liquid Processor (Modello 
XL2020, Heat System Inc) con tre scariche di 20 second! ciascuna. II 
lisato era centrifugato a 12,000 g per 30 minuti ed 11 sovranatanle 
incubato per un'ora a temperatura ambiente con 2 ml di resina eparina 
sefarosio, pre-lavata con il tampone di lisi. La resina era caricata su una 
colonna di vetro e lavata con tampone di lisi fino a quando non era piu 
misurata la proteina nel liquido di lavaggio. II materiale legato era eluito 
con tampone di lisi contenente 2M NaCI e I'eluato raccolto in frazioni da 
1 ml- L'omogeneita della proteina eluita era analiz2ata tramite 
elettroforesi su gel (SDS-PAGE). La proteina purificata era consen/ata 
liofilizzata a -70iC e risospesa in tampone degassato prima deiruso. 
o L'attivita biologica della proteina Tat purificata, secondo il protocollo 
appena descritto, era valutata con un saggio di "rescue" dell'infezione 

virale in cellule HLM-1. che derivano da cellu le Hp! a-Cnd-i- rnntpnpnti 

provirus difettivi nel gene tat^ ottenule e descritte da Sadaie et al. [New 
Biol. 2:479 (1990)]. II saggio di "rescue" dell'infezione virale, descritto da 
Ensoli et al. (J. Virol. 67:277 (1993)]. consisteva nel complementare la 
mancanza di espressione di Tat nelle cellule HLM-1 (2 x 10^) mediante 
raggiunta di proteina Tat esogena (2 jag/ml) e valutando la replicazione 
virale tramite la determinazione, con un kit ELISA di "antigen capture" 



1354PTIT 



N0TARBART0L0'& G^RVABI S.p.A. 




o 0 



commerciale, della concentrazione dell'antigene p24 rilasciato nel 
terreno di coltura 48 ore dopo I'aggiunta della proteina Tat esogena. I 
risultati degli esperimenti di "rescue", descritti da Chang et al. [AIDS 11: 
1421 (1997)], dimostrano che la proteina Tat, purificata tramite questa 
procedura era attiva e che questa procedura di purificazione era 
superiore, piu semplice e meno costosa, sia per la purezza che per la 
sua attivita biologica rispetto a quella descritta in precedenza [Ensoli et 
al., Nature 345:84 (1990), J. Virol 67:277 (1993), Nature 371:674 



Diverse preparazioni di Tat ricombinante purificato come appena 
descritto sono state inoculate in presenza di adiuvante di Freund in topi 
e conigli, secondo protocolli standard [(Antibodies - A laboratory 
manual, Eds. Harlow E., Lane D., Cold Spring Harbor Laboratory 
(1988)]. I risultati relativi alia risposta anticorpale indotta 
dairimmunizzazione sono riportati in Tabella 1. 
TABELLA 1, 

Analisi della risposta anticorpale specified anti-Tat nei sieri di topi e 
conigli immunizzati con la proteina Tat ricombinante.^ 

Anticorpo OD-ELISA/Tat Western blot 




(1994)]. 



anti-Tat 



1:500 



1:1000 



1:2000 



Coniglio 



0.651 



0.400 



0.175 



+ 



Topo 



0.502 



0.240 



0.150 



+ 



3La proteina Tat ricombinante prodotta in E.coli e stata utilizzata per 
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immunizzare topi e conigli secondo protocolli di immunizzazione standard 
[(Antibodies - A laboratory manual, Eds. Harlow Lane D., Cold Spring 
Harbor Laboratory (1988)}. I sieri degli animali immunizzati sono stati 
analizzati mediante saggio ELISA per la presenza di anticorpi anti-Tat 
utilizzando tre diluizioni del siero (1:500 a 1:2000). I risuHati riportati 
rappresentano la media delle letture a 405 nm di due conigli e tre topi. I 
sieri sono stati inoltre saggiati mediante Western blot suUa proteina Tat 
ricombinante (100 ng) migrate in gel SDS-poliacrilamide. 
I risultati della Tabella 1 dimostrano che Tat ricombinante da noi 
prodotta era in grado di indurre una risposta anticorpale in ambedue le 
specie di animali, come saggiato mediants ELISA e Western blot, 
utilizzando come antigene la proteina Tat ricombinante. Questi anticorpi 
erano in grado di inibire Tinternaiizzazione e le attivit^ biologiche del Tat 
[Ensoli et al., Nature 345:84 (1990), J. Virol. 67:277 (1993), Nature 
371:674 (1994)]. II vettore pL-syn ed il protocollo di purificazione della 
proteina Tat sono impiegati per esprimere e purificare i mutanti di Tat 
descritti nell'Esempio 2. L'attivita biologica delle proteine Tat mutate 
purificate e misurata tramite saggi di "rescue" dell'infezione virale in 
cellule HLM-1, saggi di proliferazione cellulare in cellule di KS ed in vivo 
nel topo, come descritto sopra per la proteina Tat wild-type. Inoltre, le 
proteine- Tat mutate sono saggiate in presenza di Tat wild-type (a 
concentrazioni seriali) per verificare I'effetto transdominante negative 
sulla replicazione virale in saggi di "rescue" in cellule HLM-1 . II vettore 
pL-syn e il protocollo di purificazione sono impiegati per esprimere e 
purificare proteine di fusione cosi' composte: Tat (wild type o i suoi 
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mutanti)/IL-12 o Tat (wild type o i suoi mutanti)/IL-15 o parti delle stesse 
oppure Tat (wild type o suoi mutanti)/altre molecole (o parte delle 
stesse) Che si dimostrino in grade di potenziare la risposta immune al 
Tat da solo od associato ad altri prodotti virali. Le molecole ricombinanti 
di fusione sono costruite utilizzando le sequenze e i primers descritti 
negli esempi 2 e 3, Alternativamente come immunogeni sono utilizzati 
peptidi sintetici corrispondenti a regioni di Tat o di altri prodotti virali o di 
citochine da usare in combinazione con Tat. Le sequenze peptidiche di 

at sono le seguenti: 
Pep. 1. MEPVDPRLEPWKHPGSQPKT 
Pep. 2. ACTNCYCKKCCFHCQVCFIT 
Pep. 3, QVCFITKALGISYGRK 
Pep. 4. SYGRKKRRQRRRPPQ 
Pep. 5. RPPQGSQTHQVSLSKQ 
Pep. 6, HQVSLSKQPTSQSRGD 
Pep. 7. PTSQSRGDPTGPKE 

Ipeptidi mutati di Tat conten*anno le stesse sostituzioni aminoacidiche 
delle proteine Tat mutate descritte neU'esempio 2. I peptidi saranno 




utilizzati in combinazione con il peptide rappresentante I'epitopo T- 
helper universale del tossoide tetanico o altri peptidi T-helper 
[Lanzavecchia, Science 260: 937 (1993)]. 

Esempio 2. Costruzione e caratterizzazione dei mutanti del gene tat 

Abbiamo prodotto 19 mutanti in diverse regioni di Tat, mediante 
mutagenesi sito specifica o per delezione. La sequenza di ciascun DNA 
mutato 6 state controllata mediante sequenziamento. I cDNA del gene 
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tat mutati sono stati clonati nel sito PstI del vettore pCVO, descritto 
neU'Esempio 3. Ciascun mutante e stato cotrasfettato, come descritto da 
Ensoli et al. [J. Virol. 67:277 (1993)], in cellule COS-1, o nella linea di 
linfociti T Jurkat, con 11 plasmide HIV-1 LTR-CAT, in cui il gene reporter 
CAT e posto sotto il cont.rollo trascrizionale dell'LTR di HIV-I . ! 
risultati di questi esperimenti ncn sono pubblicati e sono riportati in 
Tabella 2. 

Q 
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Effetto dei mutanti di Tat sulla transattivazione deirHIV-1 LTR-CAT ed 
effetto di blocco (transdominante negative) suirattivita di Tat wild-type 
MUTANTI Attivita transattivante^ Attivita transdominante^* 

(% inibizione) 
Media (fold) (valori min-max) Media 



• 



CYS 22 


0.09 


• (.021-.22) 


21 


THR 23 


0.36 


(.16-1) 




THR 23A 


0.30 


(.16-78) 




ASN 24 


0.34 


(.34-82) 




ASN 24A 


0.42 


(.45-.95) 


« 


TYR 26 


0.14 


(.08-. 19) 




LYS 28/29 


0.52 


(.19-1.04) 




CYS 30 


0.30 


(.045.-.65) 




CYS 31 


0.60. 


(.27-1.09) 




PHE 32 


0.31 


(.077-.097) 




LYS 33 


0.04 


(.0027-.068) 


46 


GLU 35 


0.31 


(.19-.43) 




PHE 38 


0.05 


(.043-.057} 


. 98 


LYS 41 


0.04 


(.025-.061) 


97 


TYR 47 


0.58 


(.31-.8) 




57 A 


0.35 


(.26-.44) 




TAT-RGD 


0.94 


(.73-1.15) 




TAT-KGE 


1.11 


(.67-1.49) 




TAT wild-type 


1 


1 
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3/ risultati sono riportati come incrementi di attivazione relativi ai valori di 
attivitii CAT indotti dal Tat wild- type (Fold --1), ^1 risultati sono espressi 
in percentuale (%) di inibizione dell'attivitii del Tat wild type. 
Dai risultati presentati in Tabella 2 si osserva che per la maggior parte 
del mutanti Teffetto transattivante I'LTR di HIV-1 era molto ridotto o 
assente, ad eccezione del mutante per delezione del la sequenza RGD 
che aveva attivita paragonabile al Tat wild-type. Abbiamo scelto i 4 
mutanti (cys22, Iys33. phe38, Iys41) con la piu bassa attivita 
transattivante (quasi nulla), e ne abbiamo determinate I'effetto 
transdominante negative sull'attivita transattivante di Tat wild-type. A 
questo scopo cellule COS-1 erano co-trasfettate con ciascun vettore 
contenente un mutante di Tat ed il vettore pCV-Tat (nel rapporto molare 
di 10:1) in presenza del vettore HiV-1 LTR-CAT. Come si osserva in 
Tabella 2, i mutanti ly$41 e tyr47 inibivano pressoche completamente 
rattivita di Tat, mentre i mutanti lys33 e cys22 inibivano parzialmente 
Tattivita di Tat. Tuttavia, la proteina ricombinante cys22 (descritta nel 
successive Esempio 3) era in grado di competere con !a proteina Tat 
wild-type nel transattivare rHIV-1 LTR-CAT (figura 1), Sono stati sceiti 
un mutante nella regions cisteinica (cys22), uno nel!a regione core 
(Iys41), uno nel secondo esone di Tat deleto della sequenza RGD 
(RGDA) ed un doppio mutante contenente la mutazione nella Iys41 e la 
delezione della sequenza RGD (Iys41 -RGDA). 

La sequenza deirinserto tat e dei mutanti selezionati per la 
vaccinazione e riportata qui di seguito. E' descritta una serie di mutanti 
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nel gene tat che sono stati preparati per 1 ) sostituzione di una base per 
dar luogo ad una sostituzione aminoacidica e 2) delezione di una 
sequenza di basi per dar luogo ad una delezione dei corrispondenti 
aminoacidi. Le sostituzioni e delezioni delle basi sono state ottenute per 
mutagenesi sito-diretta. Le sequenza del gene tat wild-type e dei 
mutanti del gene tat, riportate qui di seguito sono state inserite nel 
vettore plasmidico pCVO come descritto in precedenza 
Per Seq. 1 si intende la sequenza del gene tat di HiV-1, clone BH-10 e 
della sua proteina derivata. Per Seq. 2 si intende la sequenza del 
mutante cys22 (e della sua proteina derivata), rappresentata da una 
sostituzione del nucleotide Timina (T) in pbsizione 66 a partire 
dairestremita 5' con il nucleotide Guanina (G). Tale sostituzione da 
luogo ad una sostituzione, nella sequenza aminoacidica derivata, di una 
Cisteina (C in codice ad una lettera) in posizione 22 dairestremita 
amino-terminale, con una Glicina (G in codice ad una lettera). Per Seq. 
3 si intende la sequenza del mutante Iys41 (e della sua proteina 
derivata). rappresentata da una sostituzione del nucleotide Timina (T) in 
posizione 123 a partire dairestremita 5' con il nucleotide Citosina 
(C).Tale sostituzione da luogo ad una sostituzione, nella sequenza 
aminoacidica derivata, di una Lisina (K in codice ad una lettera) in 
posizione 41 dairestremita amino-terminale. ccn una Treonina (T in 
codice ad una lettera). Per Seq. 4 si intende la sequenza del mutante 
RGD (e della sua proteina derivata), rappresentata dalla delezione della 
sequenza nucleotidica CGAGGGGAC, che va dal nucleotide 232 al 
nucleotide 240, a partire dairestremita 5' della sequenza del gene tat 
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wild-type. Tale de'ezione origina, nella sequenza aminoacidica derivata, 
una delezione degli aminoacidi Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD 
nel codice ad una lettera) nelle posizioni 78-80 a partre dairestremita 
amino-terminale. Per Seq. 5 si intende la sequenza del doppio mutante 
Iys41-RGDA (e della sua proteina derivata), un origina'o dalla 
combinazione dei mutant! sopradescritti. 
Sequenza nucleotidica di tat wild-type (Seq. 1 ) 
5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 
O AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 
GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTCC 
TATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGC 
AGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAATC 
CCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG 5' 
Sequenza aminoacidica 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFiTKALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 
o Sequenza nucleotidica del mutante cys22 (Seq. 2} 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCGGTACCAATTGCTATTGT>WW».GTGTTG 

CTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTCCT 

ATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCA 

GTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAATCC 

CGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3 

Sequenza aminoacidica 
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NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTAGTNCYCKKCCFHCQVCFITKA 

LGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSOSRGDPTGPKE- 

CaOH 

Sequenza nucleotidica Iys41 (Seq. 3) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAAITGCTA riGl A^vAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATMCAAACGCC-TAGGCATCTCC 

TATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGC 

AGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCAATC 

CCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

Sequenza aminoacidica 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITTALG 

ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 

Sequenza nucleotidica del mutante RGOA (Seq. 4) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGA/\GCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTGATAACAAAAGCCTTAGGCATCTCC 

TATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGC 

AGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCC.WC 

CCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

Sequenza aminoacidica 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFiTKALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE-COOH 
Sequenza nucleotidica del mutante Iys41-RGDA (Seq. 5) 
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5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAACGCCITAGGCATCTCC 

TATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGC 

AGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAy^GCAGCCCACCTCCCAATC 

CCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3 

Sequenza aminoacidica 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCI-HCQVCFiTTALG 
iSYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE-COOH 
Esempio 3, Costruzione e caratterizzazione deqii immunoqeni a 
DNA. 

Le molecole di DNA per I'inoculazions degli animali sono costruite nel 
vettore plasmidico pCVO di 6.4 kb [Arya et ai., Science 229:69 (1985)]. 
Questo plasmide comprende due origini di replicazione di SV40, il 
"major late promoter delTadenoviajs" (AdMLP), e !e sequenze di splicing 
deH'adenovirus e dei geni delle immunoglobulins di topo, il cDNA del 
gene della diidrofolato-reduttasi di topo (dhfr) e il segnale di 
poliadenilazione di SV40. II sito per Tenzima di restrizione PstI e 
localizzato a 3' dell'AdMLP, e rappresenta il sito In cui e donate il gene 
esogeno di interesse. II cDNA del gene tat (261 coppe di basi) (Seq. 1, 
esempio 2) di HIV era derivato dal ceppo BH10 [Ratner et al., Nature 
313:277 (1985)] e codifica una proteina di 86 aminoacidi. II vettore pCV- 
Tat [Arya et al., Science 229:69 (1985)J era ottenuto clonando nel sito 
PstI di pCVO il cDNA del gene tat. che pertanto era posto sotto il 
controllo trascrizionaledeirAdMLP. La scelta di questo vettore si basa 
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sul fatto che TAdMLP induceva una piu elevata espressione e rilascio di 
Tat, rispetto ad altri promotori eucariotici, corre, per esempiof' ' >" 



'Timmediate early region promoter'' del citomegalovirus (CMV) cof 




dimostrato da Ensoli et al. [J. Virol. 67:277 (1993)], s riportato ne^ r: ^-^^TZW^ 



Tabella 3. 
TABELLA 3. 

Espressione, tocalizzazione subceilulare rilascio ea attivita di Tat in 
cellule COS-1 transfettate con pCV-Tst e CMV-Tat^. 

Vettori Espressione di Tat Contenuto di Tatl^ Attivita di Tat 

CelluleNucleoCCitoplasma^^Totalelntracell Extrace!! Intracell^ ExrracelL® 



Positive (% 


) 




(%) 


(%) 


(rold) (cpm 




pCV-Tat 


5-10 ++ 


++ 


|25 

i 


33.5 


36.5 


50 


2.478 


CMV-Tat 


3-5 ++ 


+ 


|14.6 


92.2 


78 


72 


2,254 


Controllo 


0 




!o 

I 
1 


0 


0 


1 


1,400 



^Cellule C0S'1 (5 x 10^) sono state trasfettate mediante 
elettroporazione con 30 di pCV-Tat, CMV-Tat o an DNA di controllo, 
Quarantottore dopo la trasfezione, I'espressione di Tat e stata valutata 
mediante immunoistochimica con anticorpi monodonafi anti-Tat (i hsultati 
sono riportati come media dei valori della percentuale delle cellule 
positive) e determinando la tocalizzazione di Tat nucleare e 
citoplasmatica. La presenza di Tat intra- ed e:<tre<ellulare e stata 
analizzata mediante radioimmunoprecipitazfone sugli estratti ceilulari 
(500 fit) e nei terreni di cultura (4 ml) e successiva lettuta densttometrica 
(Gelscan XL; Pharmacia) delle bande di Tat precipitate. Uattivita del Tat 
intracellulare d stata misurata su estratti cellulan di cellule COS-I 
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cotrasfettate con i vettoh esprimenti Tat, o il vettore di controllo, ed tl 
plasmide HIV-1 LTR-CAT; I'attivita del Tat extracellulare suinnduzione 
della protiferazione di cellule AIDS-KS (determinata medianta saggio di 
incorporazione della timidina thziata) e stata misurata ne! teneno di 
cultura (diluito 1:2 e 1:4) delle cellule trasfetta^e con i plasmidi esprimenti 
Tat o il plasmide di controllo. I hsultati coni'sponcono alia media di 5 
esperimenti indipendenti. 

^Analisi densitometrica della banda della proteina Tat 
immunoprecipitata. I valori sono espressi in una scala arbitraria, essendo 
10 il valore minimo totale (Tat intra- ed extracellulare) evidenziato. 

negativo; + 50% di cellule Tat-positive; 50-100% di cellule Tat- 
positive. 

^Attivita CAT dope 20 minuti di incubazione rispetto si vettore di 
controllo, il cui valore di attivazione d considerato uguele a 1 

®La crescita delle cellule AIDS-KS e state misurata mediante un saggio 
di incorporazione di timidina triziata (deviazione standard, DS: 12%). II 
terreno delle cellule trasfettate con il DNA di controllo determinava 
un'incorporazione di timidina triziata pari a 1,400 cpm (DS: 11.5%). II 
terreno di cultura derivato da linfociti contenenti it virus HTLV-fi (controllo 
positive) determinava un'incorporazione di timidina triziata pari a 2,400 
cpm (DS: 10%). 

Dai risultati della Tabella 3 si osserva che neile cellule trasfettate con 
pCV-Tat, rispetto alle cellule transfettate con CMV-Tat, - a percentuale di 
cellule Tat-positive ed il contenuto totale di Tat e maggiore, la quantita 
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di Tat rilasciata e molto piu elevata e correla con il contenuto totals e 
citoplasmatico di Tat, e Tattivita biologica di Tat extracellulare sulla 
crescita delle cellule AIDS-KS e conseguentemente maggiore. Questi 
risultati indicano che il vettore pCV-Tat codifica per una proteina 
biologicamente attiva, induce aiti liveili ;Ji espressicna da! cDNA del 
gene tat ed e in grado di rilasciare dahe ceilule quantita di Tat molto 
maggiori rispetto al vettore CMV-Tat. 

II vettore pCVO e utilizzato anche per Tespressicne dei geni nef, rev e 
^ gag di HIV-1 e dei geni codificanti per le citochine lL-12 ed IL-15. I 
cDNA dei geni nef (618 coppie di basi, ceppo NL43) [Myers et al., 
Human Retroviruses and AIDS. Theoretical Siology and Biophysics 
Group. Los Alamos, NH (1995)] e rev (348 coppie di basi, ceppo NL43) 
[Myers et aL, Human Retroviruses and AIDS. Theoretical Biology and 
Biophysics Group. Los AlamoS: NH (1995)]. i! gene gag (150G coppie di 
basi, ceppo NL43) [Myers et al, Human Retroviruses and AIDS. 
Theoretical Biology and Biophysics Group. Los Alamos, NH (1995], o i 
♦ cDNA dei geni IL-12 [Wolf et al., J; Immunol. 146:307^. (1991)] o IL-15 
[Grabstein et al., Science 264:965 (1394)] sono amplificati mediante la 
tecnica della "polimerase chain reaction" (PCR) utilizzando primers 
specifici complementari ai primi 15 nucieotidi della regione 5* (primer 
forward) (Seq. P1. P3, P5. P7, P9) o agli uliimi 15 nucieotidi della 
regione 3' del gene (primer reverse) (Seq. P2, P4. P6, P8, P10). Inoltre, 
ciascun primer, sia fooA/ard che reverse, include la sequenza per 
I'enzima di restrizione PstI in modo da consentire la clonazione 
deiramplificato nel vettore pCVO. Dopo ta clonazione si conlrolla la 
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sequenza dei geni inseriti mediante sequenziamento del DNA. II vettpre 
pCVO e utilizzato anche per la co-espressione di Tat con altri geni virali 
di HIV-1 ( rev , nef o gag ) o con i geni delle citochino IL-12 o IL-15. A 
questo scopo il cDNA del gene tat di HIV-I di 261 coppie di basi (Seq. 
1, esempio 2) e amplificato mediante PGR con un priiTier foward che 
include la sequenza per renzima di restrizione PstI (Saq. P11) e un 
primer reverse complementare agli uliimi 15 nucleoidi eel gene tat 
(Seq. P12). I geni virali ( nef . rev o gag) c i gsni deWe citochine IL-12 o 
lL-15 sono amplificati con un primer forward ciie include inoitre una 
sequenza di 15 basi complementare alia regione 3' del gene tat, tale da 
permettere che il gene sia "in frame" con il gene vs] (Seq. P13, P14, 
P15, P16, P17), ed un primer reverse che include la sequenza per 
I'enzima di restrizione PstI (Seq. P2. P4, PS, PS, P10). Successivamente 
si esegue una terza reazione di PGR in cui i! DNA template e 
rappresentato dagli amplificati del gene ^at e del gene di interesse, il 
primer fonA/ard e rappresentato dal primer utilizzato per amplificare tat 
(Seq. P11) e il primer reverse da quello utilizzato per arnpiificare il gene 
di interesse (Seq. P2. P4,. P6, P8. P10). L'amplificato tat/gene di 
interesse e punticato m gel di agarosio, aigenio con PstI e Clonato in 
pCVO. Dopo la clonazione si controlla ia sequenza dei geni inseriti 
mediante sequenziamento del DNA, mentre I'espressione deiia proteina 
si determina mediante trasfezione come descritto in precedenza (Ensoli 
et al, J.Virol. 67: 2771993). 

Sono riportate le sequenze dei primers sopra menziorati. 
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La tollerabilita, la sicurezza e la capacita di indurre una risposta immune 
specifica (umorale e cellulare) della proteina Tat ncombinante prodotta 
con il metodo descritto e purificata tramite colonne di affinita di eparina 
e stata valutata nel modello sperimentale cei primali ion umani delle 5.- 
scimmie cynomolgus {Macaca fasdculahs). Par attivare un'amp^> = 
risposta immune con un vaccino proteicc abbiarno usato Tidrossido 
alluminio (Alum) che e stato sperimentrao in njmercsi nodelli ed e 
I'unico approvato per la sperimentazione r.ell'uomo. Tra gli adiuvanti 
particolati abbiamo usato il RIBI (appartenente si g'^uppo degli 
emulsionanti e composto da lipide A monofosforilico. dirnicolato trealoso 
e scheletro della parete batterica del bacillo ci Calmette-Guerin) 
[Audibert et aL, Immunol. Todav^^4'281 (1993); Morein et al., AIDS Res. 
Hum. Retrov. S10:S109 (1994)]. 

Ne! primo espehmento pilota abbiamo inoculato 3 scimmie secondo il 
seguente schema: 

Proteina Tat ricombinante (100 ug), risospesa in 250 ^il di siero 
autologo e 250 |il di RIBI, ed inoculata per via sottocutanea in un sito. 2) 
Proteina Tat ricombinante (10 |ig), risospesa in 150 ul di siero autoiogo 
e 250 jal di RIBI, ed inoculata per via sottocutanea in un sito. 3) Scimmia 
di controllo non inoculata. Da tutte !e scimmie erano preievati 10 ml di 
sangue nei giorni -42 e -35 antecedenti la prima vaccinazione per ta 
determinazione dei parametri di base. Campioni di sien e di plasma 
sono stati congelati a -20j o -80jC ed utilizzati successivamente per 
risospendere Tinoculo proteico. Le scimmie 1 e 2 erano inoculate al 
tempo 0 e dopo 2, 5, 10, 15, 22 e 27 settimane. Negli stessi giorni 
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Seq. P1. Primer forward Rev: 5'ATGGCAGGAAGAAGC3' 
Seq. P2. Primer reverse Rev: 5'CTATTCTTTAGTTCC3' 
Seq. P3. Primer forward Nef: 5'ATGGGTGGCAAGTGG3' 
Seq. P4. Primer reverse Nef: 5TCAGCAGTCCTTGTA3' 
Seq. P5. Primer forward Gag: 5'ATGGGTGCGAGAGCG3' 
Seq. P6. Primer reverse Gag: 5'TTATTGTGACGAGGG3' 
Seq. P7. Primer forward IL-12: 5'ATGTGGCCCCCTGGG3" 
Seq. P8. Primer reverse IL-12: 5'TTAGGAAGCATTCAG3' 
Seq. P9. Primer forward IL-15: 5'ATGAGAATTTCGAAA3' 
Seq. P10. Primer reverse lL-15: 5'TCA.AGAAGTG"iTGAT3" 
Seq. P11. Primer forward Tat: 5'ATGGAGCCAGTAGAT3' 
Seq. P12. Primer reverse Tat: 5'CTATTCCTTCGGGCC3' 
Seq. P13. Primer forward Tat/Rev: S'GGCCCGA.A.GGAAATGGCA 
GGAAGAAGC3' 

Seq. P14. Primer forward Tat/Nef: 5' GGCCCGAAGGAAATGGGT 
GGCAAGTGG3' 

Seq. P15. Primer forward Tat/Gag: 5' GGCCCGAAGGA-WGGGTGCG 
AGAGCG3' 

CCCCTGGG3' 

Seq. P17. Primer for^yvard Tat/IL-15: 5' GGCCCGAA.GG/^AATGAGAAT 
TTCGAAA3' 

Esempio 4. Inoculazione in Macaca fascicufan's sani di un vaccine 
anti-Tat proteico: valutazione delta sicurezza. tollerabilita. risposta 
immune specifica. 
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deirinoculazione deirimmunogeno venivano pre!evati campioni di 10 ml 
di sangue per eseguire gli esami di iaboratorio (analisi chimico-cliniche, 
elettrolitt, conta dei leucociti, delle piastrine. dell'smoglobina), la 
valutazione di parametri irnmunoiogic!. quali la presenza di 
immunoglobutine specifiche (IgM, IgG. igA) i i;v-?lli di citochine del tipo 
Th1 (IL-2, IFNv) e Th2 (IL-4. IL-10) :!,• Iri, la p'-oduzione di chemochine 
(Rantes, MIP-1 e MIP-1), il fenotipo iinfccitaho CD8,CD3, CD14. 

CD20, CD25, CD56 e HLA-DR, CU45RA e CD45R0), la risposta 
proliferativa a Tat, la presenza di attivita CTL e NK, e ia presenza di 
attivita antivirale mediate dalle cellule CD3+ (CAF) Inoltre, per valutare 
in vivo la presenza di una rispcsta ceilulo-mediata ;utte le scimmie 
vaccinate e quella di controllo erano sottoposte a "skin-test" per Tat. 
Questo esperimento pilota prevede un uiteriors richiamo di tutte le 
scimmie alia 32^ settimana ed infine un richiamo cor. la proteina Tat 
risospesa in Iscom (immune stimu^aiing comple;<). Ulscom e un 
adiuvante composto dalla saponina Quil A, colesterolo e fosfolipidi in 
grado di incrementare !a risposta umorale e cellulare [Morein et al., 
AIDS Res. Hum. Retrov. 10:S109 (1994): Lovgren et al., Vaccine 14:753 
(1996)]. Ueffetto protettivo dei la vaccinazione sara quir 
dope il "challenge" delle scimmie. vaccinate e di controllo. che sara 

effettuato alia 41 ^ settimana dcil'lnizio aella immunizzazione, 
inoculando per via endovenosa 10 MlDso (50% monkey infectious 
doses) di "simian-human immunodeficiency virus" (SHiV) cresciuto e 
titolato in Macaca fascicularis e contenente il gene tat e/o il gene nef e 
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rev di HIV [Shibata et aL, J. Virol.65:314 (1991 ); Li et al.. J. AIDS- 5:639 
(1992); Sakuragi et al., J. Gen. Virol 13^983 (1992); Li et aL. J. AIDS 
5:639 (1992); Igarashi et al., AIDS Res. Hum. Retrov. 10:1021 (1994); 
Luciw et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 92 7490 (:99a), Reinmann et al.. J, 
Virol. 31: 98 (1996)]. II monitora'3giQ.post-cnaltenoe (ogni 2 settirnane a 
partire dal giorno del challenge per ii prirno rnese ogni 4 settirnane per i 
successivi 3 mesi, ed ogni 8 settirnane fino a o mesi dal challenge) 
includera anche Tanalisi di parametri virologici quali la determinazione 
^ dei valori plasmatici di p27 ed il carico virale nel clasma e nelle cellule. I 

risultati di questo esperimento relativi alie prime 27 settirnane dall'inizio 
del protocollo sono i seguenti. Nelle scimmie vaccinate e nel controllo 
non si erano osservate alterazioni significative dei parametri chimico- 
fisici, ematologici e comportamenta!i. Non erano osservati segni di 
infiammazione e neoformazioni vascolari nei siti di inoculazione. Questi 
risultati indicano che la proteina Tat era ben tollerata dagli animali e non 
era tossica nelle dosi somministrate, utilizzando le vie di inoculazioni 
scelte. Nelle scimmie 1 e 2 erano present! anticorpi IgG specifici anti-Tat 
a partire dalla 5^ settimana dopo la prima inoculazione. Alia 27^ 
settimana IgG ar.ti-Tat erano evidenziabiii aila diluizione di i:32UU e 
1:6400 nel plasma della scimmia 1 e 2 rispettivamente. I risultati sono 
riportati nelle figure 2 e 3. I risultati attuatmente aisponibiii dimostrano la 

comparsa di una risposta proliferativa al Tat alia 22^ settimana (Tabella 
4) nelle scimmie inoculate con il Tat essendo maggiore.nella scimmia 2 
che riceveva ad ogni inoculazione 10 \ig di proteina Tat ricombinante. 




4.S 



1354PTIT 



NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A. 



TABELLA 4 

Risposta proliferativa al Tat alia 22a settimana post-immunizzazione' 



Nj scimmia 


Stimolo 


Indice di 

stimolazione 










1 


FHA 


13,95 




TT 


4,68 




Tat 


2,45 








2 


PHA 


11,57. 




TT 


3.77 




Tat 


3,04 








<•> 

o 


PHA 


19.9 




TT 


6,23 




Tat 


1,38 




^Linfociti di sangue perifehco isolati medianie graoiente di Ficoll a 
.^^min^ti a 2x105 cellu iR pRr pn77Rttn in tapiic^to in piastre da 96 
pozzetti, erano cresciute in RPMI 1640 contenenta il 10% di siero fetale 
bovino e stimolate con Tat (5 ^g/ml). PHA (4 ug/ml), o tossoide del 
tetano (TT) (10 fxg/ml), contra cut tutti le scimmie erano vaccinate. 
Campioni di controllo erano .incubati solo con il terreno df crescita. 
Uincremento delta proliferazione cellulare era determinate al 5j giorno 
con saggio di incorporazione di timidina triziata come descritto [Ensoli et 
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ai, IV International Conference on AIDS, Stockholm, 1:241 (1988); 
Cafaro et aL\ AIDS Res. Hum. Retrov. 7:204 (1991)]. I risultati sono 
riportati come indice di stimolazione (che era calcolato secondo la 
seguente formula: Media del cpm del campione/media dei cpm del 
controlli. Sono considerati positivi ; valoh saperiori a 2). Le scimm'ie 1 e 2 
erano inoculate con la proteins Tat aromzmanie (100 ^tg c 10 ug, 
rispettivamente) risospesa in 250 ^ul di siero autolcgo e 250 *.il di RIBI, ed 
inocutata per via sottocutanea in un sito. La scimmia 3 e una scimmia di 
controllo non inoculata. 

I risultati di questo espehmento pilota indicano che la proteina Tat 
ricombinante, prodotta e purificata con il protocclio da noi descritto, non 
era tossica aile dosi di 100 e 10 ug inoculate per via sottocutanea ed 
era in grado di indurre una risposta immune specifics sia umorale che 
cellulo-mediata. La risposta immune specifics anti-Tat era maggiore 
neila scimmia 2. immunizzata con 10 fag di proteina riccrrbinante. 
Inoltre, anche Tadiuvante RIBI non era apparentemente tossico negli 
animali. 

In un esperimento iniziato successivamente abbiamo valutatc I'effetto 
deirimmunizzazione indotta da Tat in combinazione con il RIBI o con 
TAIum. Le scimmie sono state inoculate per via sottocutanea in un unico 
sito secondo il seguente schema. Scimmie 1-3 : 10 |ag di proteina Tat 
ricombinante risospesa in 250 ul di siero autoiogo e 250 di RIBI. 
Scimmie 4-6: 10 ug di proteina Tat ricombinante risospesa in 250 ^il di 
siero autoiogo e 250 pil di Alum. Scimmia 7 RIB! 250 ul e 250 m! di siero 
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autologo. Scimmia 8: Alum 250 e 250 ul di siero autologo. Da tutte le 
scimmie sono stati prelevati 10 ml di sangue al giorno -9, antecedente la 
prima vaccinazione, per potere eseguire !e analisi descritte nel primo 
esperimento pilota e disporre del parametri di base di dascun animale. 
Le scimmie erano inoculate al tempo 0 e dopo 2. 5, 'M e 15 settimane. 
Negli stessi giorni deirinoculazione deli'immunog-sno venivsno prelevati 
campioni di 10 ml di sangue per eseguire gli esami descritti nel primo 
esperimento pilota. Inoltre, sono preievati campioni di urine ed eseguiti 
tamponi vaginali sui quali sara determinata la presenza di IgA secretorie 

specifiche. Queslo esperimento pilcta prevede due richiam.i alia 21 ^ e 

26^ settimana delle scimmie 1-8 ccn I'immunogeno proteico ed 
adiuvanti e delle scimmie 7 e 8 con solo gii adiuvanti. Infine, verra 

eseguito un ultimo richiamo alia 31^ settimana con la proteina Tat 
risospesa in Iscom. L'effetto protettivo deila vaccinazione sara quindi 
determinate dopo il challenge delle scimnie, vaccinate e di controllo, 

che sara effettuato alia 40^ settimana dalTinizio dell'immunizzazione, 
inoculando per via endovenosa 10 MID50 di SH!V. 11 monitoraggio post- 
nhallenge verra esaguito come descritto per il prirno esperimento pilota. 
I risultati del secondo esperimento pilota. attuaimente disponibili e 

relativi alia 15^ settimana dall'inizio deila vaccinazione, sono i seguenti, 
Negli animali non si osservavano alterazioni significative dei parametri 
chimico-fisici, ematologici e comportamentali. Le scirTimie non 
presentavano infiammazione o segni di neovascoiarizzazione nei.siti di 
inoculazione. E* state dimostrata la presenza di una risposta anticorpale 
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(IgM, IgG) specifica. Alia 15^ settimana i titoli anticcrpalt (IgG) anti-Tat 
raggiungevano valori elevati e variabiii da 1:12.800 a titoli maggiori di 
1:50.000 (figure 4-6). Inoltre Tattivita neuiraWzzarXe 11 Tat del siero delle 
scimmie vaccinate veniva saggiata rnediante saggi di inibizione dtel 
"rescue" dell'infezione virale in cellule HLM-1 Irattate con la proteina Tat 
esogena, come precedentemente descritto [Ensoli .3t al.. J. Virol. 
(1993)]. Tali saggi hanno dimostrato che i sier; delie scirnmie M1-6 diluiti 
1:2 ottenuto alia 15^ settimana da! crime inoculo erano in grado di 
bloccare la replicazione virale indotta da Tat esogeno, misurata tramite 
determinazione dell'antigene p24 net sopranatante delle ceilule, mentre 
il siero delle stesse scimmie al tempo 0 (preimmune) o i controlli negativi 
non avevano attivita bloecante verso i! Tat (Tabeha 5). 
TABELLA 5 

Attivita neutralizzante degli anticorpi anti-Tat sul '"rescue" deH'infezione 
virale indotta da Tat extracellulare. 

Campion! HIV-I p24 (pg/ml i 

Tat 6r33 

Tat + Siero preimmune Ml 46. SO 

Tat + Siero preimmune M2 22.96 
Tat + Siero preimmune M3 96. S8 

Tat + Siero preimmune M4 1 26 68 

Tat + Siero preimmune M5 27.03 
Tat + Siero preimmune M6 78.61 
Tat + Siero immune Ml 4.77 
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Tat + Siero immune M2 

Tat + Siero immune M3 

Tat + Siero immune M4 

Tat + Siero immune M5 

Tat + Siero immune M6 

Pool M1-6 (controllo preimmune) 

Pool Ml -6 (controllo immune) 

PBS + 0.1%BSA 
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4.S6 
Neg. 
Neg. 
7.88 
4 55 
Nec. 
Neg 




L'attivita neutralizzante degli anticorpt anti-Tat e stata determinata i.n 
cellule HLM-1 (cellule HeLa contenenti integrata una copia del provirus 
HIV-1 difettivo del gene tat). Cellule HLM-1 sono state piastrate alia 
concentrazione di 6 x 10^/pozzetto in piastre da 24 pozzetti ed incubate 
a 37 jC per 16 ore. Le cellule sono state tavate 2 volte con PBS 
contenente albumina sierica bovina (BSA) alio 0. 1%, ed incubate per 43 
ore con terreno di crescita (0.3 ml) a cui veniva aggiunta la croteina Tat 
ricombinante (30 ng/ml) da sola o in presenza di un ugual volume di 

I 

siero (diluito 1:2) delle scimmie prelevati al tempo 0 (sieh preimmuni) o 
alia 15^ settimana (sieh immuni). I controlli erano rappresentati dalle 
cellule trattate solo con un pool dei sieh preimmuni, immuni, o con PBS 
contenente BSA alio 0.1% (PBS ^ C1% BSA) In assenza di Tat. 
Ogni campione e stato saggiato in doppio Sui supematanti ceilulah era 
quindi determinata la presenza di virus niasciato dalle cellule mediante 
determinazione del valori di antigens p24, utilizzando un kit commerciale 
p24 antigene capture - Elisa (Nen Dupont). I hsultati sono espressi come 
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valori di p24 (pg/ml) present! nei terreni e corrispondono alia media dei 
valoh ottenuti dai due pozzetti per ciascun campione. 
Alia 113 settimana era inoltre evidente una risposta proliferativa 
specifica al Tat nelle scimmie 2 e 3 inoculate con la proteina Tat ed il 
RIBI e nella scimmia 4 inoculata con \a proieirra Tat e TAlum che 
aumentava alia 1 5^ settimana (Tabeiia S). 
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TABELLA6. / 
Risposta proliferative al Tat^ 

Settimane dell'inizio ciella immunizzazione 




N" scimmia 


Stimolo 


0 




11 


15 


1 


PHA 


16,96 


22,83 


10.50 


15,27 




TT 


^ 11,69 


2.1S 


1.96 


3.01 




Tat 


1.12 


1,S4 


1,55 


0.52 


2 


PHA 


31.27 


29.:7 


25,75 


21,28 




..TT 


1,12 


2.15 


1=3 


0.57 




Tat 


1,08 


2,05 


3,65 


6.22 


3 


PHA 


22,42 


39.15 


7,39 


16,88 




TT 


11,43 


1,72 


0,95 


1,71 




Tat 


1,65 


1,44 


2,69 ■ 


18,82 


4 


PHA 


3,88 


13,85 


20 77 


.15,22 




TT 


2,85 


3,S0 


4,49 


9.07 




Tat 


1,29 


1,88 


3 01 


3,24 


5 


PHA 


6,50 


i1,3S 


5.74 


16,74 




TT 


2,31 


3,22 


1.07 


4.84 




Tat 


1.80 


1,02 


0,66 


1.76 


6 


PHA 


11.96 


7,01 


17,94 


2,77 




TT 


4,14 


5,C1 


1,71 


0.13 




Tat 


1,37 


2,47 


1,06 


0.11 


7 


PHA 


21,65 


■ 25,20 


20.30 


37,93 




TT 


0.97 


1,30 


C.SO 


0.88 
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Tat 


1,78 


1.12 


0,68 


0,73 


PHA 


.. .. 26.51 


21,44 


67.09 


16,38 


TT 


1,20 


2.03 


10.78 


0.20 


Tat 


1,12 


0.97 


0,00 


0,21 



^Unfociti di sangue periferico isolati, piastrali e cresciut' come descritto, 
venivano stimolati con PHA (4 ^ig/ml), il tossoide tetanico (TT) e Tat (5 o 
1 /.ig/ml) e saggiati, come descritto in Tabella 4 Le sdmrrie 1-3 erano 
inoculate con 10 jug di proteina Tat ncombinante risospesa in 250 jul di 
siero autologo e 2S0 ul di RIBI; 3 scimmie 4-6 erano inoculate oppure 
con 10 jjg di proteina Tat ricombinante risospesa in 250 ul di siero 
autologo e 250 /J di Alum; due scimrrJe di controllo venivano inoculate 
con RIBI ( 250 jjI e 250 />/ di siero autologo)(scimmia 7) e con Alum ( 250 
jj e 250 /ul di siero autologo)(scimmia 8). 

Inoltre, alia 15^ settimana 5 scimmie inoculate con la proteina 
ricombinante (scimmie 2-6) reagivano alio skin test, uiteriormente 
indicando la presenza di una risposta cellulo-mediata evidenziata da 
una forte reazione di ipersensibilita rilardata (Tabella 7 e figura 7). 
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TABELLA 7. 
Skin-test al Tat 
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4 





Seltimane dali'inizio 
deirimmunizzazione 


scimmie 




1 ^ 

i 


1 




! 


2 




+ 


6 




+ 


4 




+ 


5 


+ 


+ 


6 








NO 


NO 


8 


NO 


ND 




^Tat (5, 1 e 0.2 ,ug) in 150 di PB 5-0.1% BSA ad il sua tarn pone 
venivano inoculati per via intradermica in an area tricotomizzata del 
dorso degli animali vaccinati rma non nei controHi (ND, non determinate) 
air 11^ ed alia 15^ settimana dopo il primo inoculo vaccinale. La 
domiaatsa dl er/tema ddpo 24, 48 o f2 ore vemva consiaerara come 
risposta positive. 

Questi risultati indicano che i'lmmunogeno, nonche entrambi gli 
adiuvanti RI8I e alum, erano ben tollerati dagli animali e non erano 
tossici, confermando i risultati relativi alia sicurezza e tolierabilita della 
vaccinazione con Tat ottenuti nel primo esperimento pllota. Inoltre, 
questi dati confermano Tosservazione riportata nel primo esperimento 
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ovvero che la proteina ricombinante Tat induce una forte risposta 
umorale e cellulare specifica anti-Tat irvvUio e in vivo. 
Esempio 5. La costimolazione con faiqiie anti-CD3/28 di linfociti 
CD4-t- purificati da scimmie infette con SIV+ induce t'espansione 
loqaritmica del numero delle ce!lu1e in assen za dS sionificativa 
replicazione e propagazione del virus, 

Le cellule del sangue periferico sono state deplete della 
sottopopolazione CDSmediante Timpiego di biglie paramagnetiche anti- 
CDS (Dynal, Oslo; Dynabeads M-450 CDS) e la purezza delle 
popolazioni ottenute e stata valutata tramite i'analisi citofluorimetrica e 
considerate accettabile se maggiore del 95%. Le cellule CDS deplete 
(denominate CD8"PBMC) sono state messe in coltura e stimolate con 
PHA (2|jg/ml) e IL-2 (40 U/ml) o con biglie paramagnetiche previamente 
conjugate con due anticorpi moncclona': specifici per gli antigen! CD3 
(Clone FN18, Biosource) e CD28 (Clone 9.3, orrtaggio del Dr. Carl June) 
(biglie anti-CD3/28). Alio scooo di faciiitare 11 iegame con la biglie anti- 
CD3/28 rincubazione e avvenuta su un dispositivo rotante e le cellule 
conjugate, selezionate con I'ausilio di un magnete, sono state 
denominate CD8-CD3+CD28+ e posce in coUura. La concentrazione 
delle cellule e stata riportata a quelia cli partenza 3 volte a settimana ed 
e stata aggiunta IL-2 ove indicate; inoUre per quanto riguarda le cellule 
stimolate con biglie anti-CD3/23, espsrimenti preliminari hanno 
dimostrato la convenienza deirutilizzo cli un regime di stimolazione 
continue ripristinando il rapporto cttimale biglie. cellule ad ogni conta 
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eseguita. Nostri studi hanno infatti dimostrato che in assenza di. IL-2 
esogena- la sottopopolazione CD3-CD3+CD28+ prolifera 
significativamente meglio delle cellule CD8"?BMC in risposta alia 
costimolazione con biglie anti"CD3/28 e che i'aggiunta cii IL-2 (40 U/mL, 
3 volte alia settirr.ana) migliora sgnificativamente la c:netica di 
proliferazione sia per duiata che per numero ai cellule cttenute (figura 
8). 

Alio scopo di valutare I'attivita anitvirale, cellule CD8-CD3+CD28+ 

purificate da 4 animali SIV* sono stati infettate al giorno 0 con 0.1 M.O.I, 
di SIV e mantenute in condizioni di stirnolazione continua; - come 

controllo sono stati impiegati CD8*P8MC stimolati con PHA e IL-2. 
L'andamento dell'infezione e stato monitorato mediante determinazione 
deirantigene virale p27gag nei sovranatanti delle cohure utilizzando un 
kit ELISA commerciale (Coulter, Htaieah, fl). : livelli di p27 (ng/ml) 
misurati al giorno 6 e 12 post infezione e riportati in Figurgi 9 hanno 
indicato una netta differehza fra le due condizioni di stirnolazione in 
termini di produttivita deH'infezlone. Infatti a! giorno 6 la riduzione 
percentuale della p27 rispetto ai carn pioni stimoiati con PHA e IL-2 era 
compresa fra il 40% e r87% e al giorno i2 tale riduzione era 
incrementata in 2 soggetti su 4 suggerendo una minore permissivita 
delle cellule aH'infezione virale. in un solo case (mk 9401) abbiamo 
registrato la propagazione dell'infezione anche nella condizione di 
stirnolazione con biglie anti-CD3/28. I nsultati descritti dimostrano che il 
Macacus fascicularis rappresenta un buon modello per la espansione ex 
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vivo di sottopopolazioni linfocitarie in assenza di significativa 
replicazione virale mediante costimolazione con biglie anti-CD3/28 e 
costituisce il razionale per un vaccino terapeutico basato sulla 
espansione e reinfusione, in soggetti infetti con HIV, di iinfociti autologhi 
specifici per gli antigeni virali proposti, 

Esempio profetico 6. Inculazione in Macaca fascicuiaris di un 
vaccino anti-Tat a DNA. 

E' proposta I'inoculazione diretta del DNA del plasmide pCV-Tat, 
contenente il cDNA del gene ta* W'id-type, e pCVO come DNA di 
controllo. I DNA plasmidici da somministrare agli animali. sono 
amplificati in batteri E.Coli (ceppo DH5) secondo procedure standard 
[Molecular cloning - A Laboratory manual; Eds. Maniatis T., Fritsch E.F,, 
Sambrook J., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
york (1992)] e secondo protoeolli stabiliti dalla '^European Agency for the 
evaluation of medicinal products: Human Medicine Evaluation Unit" 
(Technical Report Series No. 17 Januai^ 1997), purifiaati mediante due 
gradient! di CsCI e dializzati per 48-72 ore contro 100 volumi di PBS 
(senza Ca++ e Mg++) sterile. I DNA sono controilati mediante 
digestione con enzimi di restrizione,, i cui siti di taglio sul DNA 
plasmidico sono noti, e la loro funzionalita controllata mediante 
transfezione di 5-10 lag di DNA con ia tecnice del fosfato di calcio 
[Molecular cloning - A Laboratory Manual; Eds. Maniatis t., Fritsch E.F., 
Sambrook J., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N^w 

york (1992)] in cellule H3T1 (1 x 10^), che derivano da cellule HeLa 
contenenti integrate una copia del plasmide reporter HIV-1 LTR-CAT, e 



••• •••• *i Jt 

• • •••• *• fmff fkt) 

ARTOLO & GERVASI S.pAAjjfj <>• 



1354PTIT N0TAR8ART0L0 

48 ore dopo determinazione dell'attivita deU'enzima CAT (Gorman et al. 
Mol. Cell. Biol. 2:1044(1982)]. 

I DNA di pCV-Tat o di pCVO (0.5-2 mg) risospssi in soluzione fisiologica 
saranno inoculati per via intramuscoiare in due siti. 2-5 giorni prima 
della vaccinazione, gli animali verranno inocuiati con 1 ml di soluzione 
fisiologica contenente lo 0.5% di Dupivacaina e (o 0.1% di 
metilparabene nei due siti, opcortunamente marcati, in cui 
successivamente verra eseguita ia vaccinarone. per aumentare 
{'uptake e Tespressione del DNA nel muscolo [Dankc et a!., Vaccine 
12:1499 (1994); Fine et a!., Ann, Plast: Surg. 20.6 (1938)]. La scimmie 
saranno inoculate al tempo 0 e dopo 5, 10, 15. 22 e 27 settimane. Infine 
alia 32^ settimana sara eseguito up richiamo con la proteina Tat 
ricombinante (10 ag) in presenza di Iscom. Gli animali saranno osservati 
giornalmente per quelle che riguarda i parametri clinici come descritto 
neiresempio 4. Inoltre si preleveranno campioni di 10 mi di sangue 
prima deirinizio della immunizzazione e negli stessi giorni della 
inoculazione come descritto nell'esempio 4. L'effetto protettivo della 
vaccinazione sara determinato dopo il "challenge" delle scimmie, che 

sara attenuate alia 41 ^ settimana dall'inizio della immunizzazione, 
inoculando per via endovenosa 10 MI050 di SHIV. II monitoraggio post- 
challenge sara effettuato come descritto nelfesempio 4. Saranno 
valutati anche protocolli di immunizzazione in cti saranno inclusi 
combinazioni dei DNA esprimenti gli aitri geni di HIV-I e/o citochine, 
descritti neU'esempio 3. 
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I DNA di plasmidi pCVO e pCVTat possonc essere inoculati negli animali 
utilizzando allri sistemi di "delivery" che potrebbero rendere piu efficace 
rimmunizzazione, quali I'uso di liposomi. nanopafticelle o "gene gun". 
Esempio profetico 7. Uso delle ceUule dendritiche 
1 precursori di cellule dendritiche saranno isclati dal sargue periferico di 
primati non umanl appartenenti alia specie Macaca fascicularis mediante 
coltura in vitro di. cellule aderenti con GM-CSF e IL-4 per 7-14 giorni. 
L'analisi morfologica e la caratterizzazione fenotipica (FACS analisi e 
immunoistochimica dopo cytospin) ver-'anno condotte per confermare la 
identita delle cellule ottenute in coitura. L'analisi funzionale si basera 
sulla capacita deHe cellule isolate di indurre la proliferazione di linfociti. 
allogenici, caratteristica distintiva deile celiu-e dendritiche. 

Le cellule dendritiche risospese alia concentrazione di 1x10^/100 jal in 
RPMI 1640 contenente il 5% di siero autclogo, 10 mM di Hepes buffer, 
100 U/ml.di penicillina-streptcmicina, 0.x5 mg/ml di amfotericina B, e 
glutammina alio 0.03% saranno incubate per 2 ore a 37^C in presenza 
di Tat o di suoi peptidi o delld combinazioni Tat, Re\/. Nef. Gag e/o 
citochine e successivamente inoculate 2 o piu volte a distanza di 2-4 
settimane per via endovenosa. Alternativamente. le cellule dendritiche 
verranno trasdotte con vettpri contenenti il gene da solo o associate 
con gli aitri vettoh summenzionati e successivamente inoculate 
endovena. 

Esempio Profetico 8. Vaccinazione terapeu tica 

Per stabilire I'efficacia di una vaccinazione terapeutica anti-Tat, sia 
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proteica che a DNA, verranno allestiti esperimenti in scimmie gia 
infettate con SHIV in fase asintomatica e sintomatica. In particolare si 
valutera la comparsa di alterazioni nei sito di inoculo e di sintomi 
general! nelle scimmie asintomatiche e di modificazioni della 
sintomatologia in animali gia sintomatioi. Ber.che "snnata, esiste infatti la 
possibility Che in scimmie infette i'inccutazlcne del Tat aumenti la 
replicazione virale. Tuttavia, questo effetto dovrebbe essere transitorio 
in considerazione sia della dose modesta di T-^d inocjlata. che della 
breve emivita della proteina transattivatrice (T1/2: 12 h). Nel caso cid si 
dovesse verificare impiegheremo i -nutanti del Tat (sotto forma di 
proteine, peptidi o di DNA), deschtti neiresempio 2. Alternativamente 
utilizzeremo in congiunzione con il vaccino. inibitori della replicazione 
virale. Per valutare gli effetti della vaccinazione sulla progressione della 
malattia, il monitoraggio dei parametri clinici, di laboratorio e viro- 
immunologici (descritti sopra) verra effettuato a! •empo zero, al 
memento della successiva somministrazione deirimnuncgeno e 30 
giorni dopo la stessa. Dopo I'ultima inoculazione il monitoraggio avverra 
con frequenza mensile ed ogni qualvoita siano apparsi segni indicanti 
un repentino cambiamento de! quadro dinico. Campioni di PBMC. siero, 
plasma ed urine verranno ccngelati ad ogni controllo per successive 
valutazioni come descritto in precendenza. 
Esempio profetico 9. Stimolazione dell'immunita nr iu cosaie 
Gli immunogeni descritti saranno uti:izzati par indurre e/o potenziare 
una risposta immune specifica a liveilo delle mucosa, Uno degli 
approcci che verra utilizzato si basa sull'uso di batteri (Streptococco 
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gordonii, commensale delfa cavita oraie delt'uomo) "ingegnerizzati" ad 
esprimere gli antigeni virali -sopra rnsnzionali. Questi batteri sono in 
grado di colonizzare la mucosa orale e vaginale nei topi, e di indurre 
una risposta anticorpaie specifica Iccaie e sisternica ntsi confronti degli 
antigeni eterologhi esprassi suila superficSe c\e\ bitrsri ricombinanti 
[Oggioni et al., Vaccine 13: 775 (19S5); Medaglini et aL. Proc. Natl. 
Acad. Sck USA 92: 6S68 (1995); Medaglini el al. Vaccine 1997, in 
press]. L'inventore ritiene che questo rnetcdo possa essere utilizzato 

lfc:on successo per indurre nelle scimnie cynonrtolgus i'immunizzazione 
specifica anche per via vaginale Atternativamente rimmunita mucosale 
puo essere indotta con gii immunogeni proteici descritti sopra, 
utilizzando altri sistemi di "delivery" batterici e non quali le citofectine ed 
i liposomi, e le vie di inoculazione che sono in grade da indurre la piu 
efficace risposta immune e protettiva [Lewis et a!.. Vaccine Press, Ed. 
Robinson, Farrar, Wiblin: Human Press, Totowa, New Jersery (1996); 
Lehnen et al., Vaccine Research 1:319 (1992); Honenbang et al., Infect. 

^mmun. 62:15(1994)], 
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RIVENDICAZIONI 

1. Vaccino_contro I7VIDS , i tumori 9 le sindromi insorgent] nei soggetti 
infettati da HIV-1 comprendente proteine ricombinanti o peptidi del 
Tat wild-type e dei suoi mutanti (cys22, iys4l, RGDdelta e Iys41 - 
RGOdelta). 

2. Vaccino secondo la riv . 1 in cui protetne o i peptidi e mutanti 
sono combinati con proteine c peptidi di N'ef; Rev o (:rag. 

3. Vaccino secondo ia riv. 1 in cui-!e proteine o i peptidi e mutanti sono 
combinati con !e citochine immuriomodulatrici di iL-12 e iL-15 . 

4. Vaccino a DNA contro V AIDS, i tumori e !e sindromi insorgenti ^rjei 
soggetti infettati da HIV-1 comprendente molecole o frammenti di 
DNA codificanti per Tat wild- type o per i mutanti (cys22, Iys41, 
RGDdelta e Iys41 -RGDdelta), detie moleccie o frammenti di DNA 
essendo inseriti nel vettore plasmidicc pCVC. 0 

5. Vaccino secondo la riv. 4 in cui le molecole 0 -rammenti di DNA 
sono combinati con molecole 0 frammenti ai DNA dei geni nef, rev e 

6. Vaccino secondo la riv . 4 in cui te molecole o frammenti di DNA 
sono comoir^ati con niulecule u fidtninenti di DNA — deile citochine. 
immunomodulatrici di IL -12 e IL -15. 

7. Impiego di proteine ricombinanti 0 peptidi del Tat wild-type e dei 
suoi mutanti (cys22, Iys41, RGDdelta e lys4i" RGDdelta) c relative 
combinazioni con proteine 0 peptidi di Nef, Rev o Gag. o relative 
combinazioni con citochine immunomodulatrici di IL-12 e IL-15 per 

(><) 
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immunizzare cellule dendritiche autologhe indotte ad esprimere gli 
antigeni corrispondentir " 

8. Impiego di proteine ricombinanti o peptidi del Tat wild-type e dei suoi 
mutanti (cys22, Iys41, RGDdslta e lys41-RDGd3lta). o relative 
combinazioni con proteine o peplidi di Nef; Rev o Gag. o relative 
combinazioni con le citochine immon!..moauialrici di (L-12 a IL-15 per 
realizzare farmaci o vaccini per imrnunizzare ce.iule dendritiche 
autologhe trasdotte con vettori eucariotic: coritenenti dette proteine 
ricombinanti o peptidi del Tat wild-type e i suoi nnutanti e relative 
combinazioni. 

9. Impiego secondo le riv. 7 e 8 per realizzare farmaci o vaccini per 
immunizzazione a livello mucosale. 

10. Impiego di proteine ricombinanti o peptidi dei Tat wild-type e dei 
suoi mutanti (cys22, lys41, RGDdelta e lys41-RG0delta), o relative 
combinazioni con proteine o peptifji di Nef, Rev o Gag . o relative 
combinazioni con le citochine immunomoduiatrici di IL-12 e IL-15 per 
realizzare famiaci o vaccini per immunizzare cellule del sangue 
periferico tramit^co-stimolazione con anticorpi monoclonalj anti-CD3 
e ant!-CD2b. " 




/PV Roma, 



per Ensoli Barbara 

i! Mandat^rio \----^ 




vittona Primiceri 




>r.ssa Maria ' 
Jella NOTARBARTOLO ii GERVASI S.p.A. 
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MINISTERO DELL' INDUSTRIA COMMERCIO ED ARTIGIANATO 
Ufficio Centrale Brevetti - ROMA 

ISTANZA PER LA PRESA IN CARICO DI UNA INVENZIONE 
II sottoscritto ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA' di 
nazionalitS italiana, con sede in ROMA, a mezzo 
Mandatario Dr. a MARIA vittoria PRIMICERI (albo n. 
465) della NOTARBARTOLO & GERVASI SpA, Via 
Savoia, 82, Roma, presso cui elegge domicilio a 
tutti gli effetti di legge, attuale titolare della 
domanda di brevetto per invenzione industriale n, 
RM 97 A 000743 del 01.12.1997 a nome di Ensoli 
Barbara^ ma ceduto a Istituto Superiore di Sanita 
con verbale di deposito di nota di trascrizione 
(protocollo n. MIE000907 del 05.08.1998)^ fa 
domanda a codesto Ministero affinchd venga 
registrata la presa in carico della domanda di 
brevetto per invenzione industriale per 
1 ' espletamento di qualsi^si ulteriore pratica 
relativa alia domanda sopra identificata da parte 




della HOTARBARTOL.U it GERVASi SpA, — Vid Savuid, — ff^ 
Roma, in base agli articoli 93 e 94 R.D. 
29,06.1939 come modificati dal D.P.R. 22.6.79 n. 
338. 

Si allega: 



- lettera d'incarico 

- fotocopia del verbale di deposito di nota di 
trascrizione 

- fotocopia dell'atto di cessione del 03.06.1998 
Roma, 15 Ottobre 1998 



p. ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA' 




II Mandatario 



NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A 
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ITALIA 



LETTERA D'lNCARlC 



o 



Numero della domanda 



ISTITUTO SUPERIORE DI SAMITA 
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POWER OF ATTORNEY 



I /la sottoscritt / The undersigned 
Viale Regina Elena, 299 - 00161 Roma 



con sede/residing at 



Incarica 



Authorizes 



Gemma Gervasi (n. 238 BM), Diego Pallini (n. 484 BM). Angelo Passini (n, 73 BM), 
Giorgio Coggi (n. 148 BM). Giorgio Moretti (n. 206 BM), Giulio Marian! (n. 329 BM), 
Maria Vittoria Primiceri (n. 465 3M), Livio Brighenti (n. 475 BM), Raffaella Asensio (n. 504 BM), 
Cristina Cazzetta (n. 575 M), Roberto Ramponi (n. 715 M). Antonio Nesti (n. 792 BM), 
Franco Oriti (n. 793 M), Paolo Gerli (n. 814 B) 



della society Notarbartolo & Gervasi S.p.A., di 
agire come propri mandatari, con firma libera e 
disgiunta, per il deposito in Italia presso il Ministero 
deirindustria, del Commercio e deH'Artigianato 
(Ufficio Italiano Brevetti e March!) o presso uno 
degli Uffici Provinciall deirindustria Commercio e 
deirArtigianato, di una domanda di 

per la presa in carico della domanda 

n. RM97A000743 del 01,12a997 



of Notarbartolo & Gervasi S.p.A.. to act as 
representatives (Individually and collectively) to file 
in Italy; by the Ministry of Industry, Trade and 
Craftmanship (Italian Patent and Trademark Office) 
or by the competent receiving Section of the Italian 
Chamber of Commerce, an application for 

di Brevetto per Invenzione Industriale 



o 



e di fare quant'altro occorra per raccogiimento 
della domanda stessa e per 11 hconoscimento del 
dirttti e delle facoltd che da essa derivano nei 
rapporti col Ministero deirindustria, del Commercio 
e deirArtigianato (presentazione di document!, 
pagamento d! tasse, richieste di certificati e dt 
copie autentiche, richieste di rimborsi e riscossioni 
delle somme ammesse a rimbprso, modificazioni o 
ritiro della domanda, ritiro degli attestati rilasciatl e 
dei document! relativi. presentazione e 
documentazione del ricorso alia Commissione di 
cui airart. 71 del R.D. 29 giugno 1939, n. 1127). A 



and to do whatever else may be necessary to have 
the application accepted and to obtain 
acknowledgement of the rights and powers 
deriving therefrom in connection with the Ministry 
of Industry, Trade and Craftmanship (filing of 
documents, payment of taxes, requests of 
documents and certified copies, applications for 
refund and collection of moneys admitted to be 
refunded, amending or withdrawing of the 
application, receiving the letters patents when 
granted and documents relating to same, filing and 
arguing appeals to the Commission provided for by 
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la society Notarbartoto & Gervasi S.p.A. - Corso 
di Porta Vittoria, 9-20122 Milano. Italia, alia quale 
pertanto verranno fatte direttamente dal Ministero 
deirindustria. del Commercio e deirArtigianato 
tutte te comunicazioni, nonch^ le richieste e tutte le 
consegne di document! che si rendessero 
necessarie. 



All. 71 uf Ruyd l Deue»d 29'^ Jun e 1 9 3 9 , ff. 1127). 
For this purpose the undersigned elect domicile at 
Notarbartolo & Gervasi S.p.A. - Corso di Porta 
Vittoria. 9 - 20122 Milano. Italy, where the Ministry 
of Industry, Trade and Craftmanship will address 
directly all communications as well as all requests 
and deliver all documents that may become 
necessary. 
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ii L)irgttQre,deii : igtituto 
svSuperiore dx Sanita . . 
;C^rof . Giuseppe Benagiano) 



Data/Date 



Firma/Signature 




\Jxf'^^^\^^^ Mar^datario/ Patent Attomey 
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Da- NOTAISARTOLO I SRVASI 



Ufficio Provinciale Industria Commercio e Artigianato di Milano 

VEEBALE 01 DEPOSrro 01 .>tOTA 01 



CINQUB 



I a 0\ rta ISTITUTO SOPERIORE Ql SAWITA ' 



eel rr.ese ci 



AGOSTO 



c ans^c^ ROHA, VIALE REGINA ELEWA N.299 - ITALIA 



s merzo fnanaatyi : PR* DIECO PAllinI (albo N,4a4) £D altri 



e4 electivamente ccmiciliaiO. zqti errecti ci lejge a Miiano,x« CORSO DI PORTA vrx-tORIA N.9 

□res so 



WOTARBARTOLO & GERVASI S,P.A. 



.ha presemaw a me socoscncco: 

1) iNota ci crascnzione, sous I'orma at comanca. In cupio. nreremesi 

ai orevecto INVENZIQfg ;^t P.RM97A000743 D EL 01.12.1997, 



f00Q9Q7 1 

1 — ^ 



cooanoa ai oreveuo n. 



1 2) Laciera a'incanco - g maft PDO WtJW gWPt^^ 

3) versamento c/ c posrale (t.00668Q(H tniestato all'Utticio reqis^ra tass« e concessiooi c» floma oi l, ^^-OOQ^- 
amesso dail'Utfiao a« ^ in aaca 



z^ AtTO oa rraSCfivere CPPIA AUEWTICA ATTO DI CESSIQNE, SOtTOSCRlTTO P£R LA CEDENTE PEBSQHALME H- 
Sl'^SmiE^Quyj^^ ^?^^P!^T^_^? ^ ^g^P^ARIA DAL S IG,H,R.DI GIACOMO, LE 



SPAZIO RISEP.VATO ALL^UFrigg CSNTRAlS 3flg^/£TTl 



ActO 4i . 



CESSIOtlE 



trascilzione lu. 



a car;« cl BARBARA EMS OLI RESIPeWTg Df RQRA. VIA FESTO AVIENO 176 ^ ITALIA, 



rrviALE REGINA ELENA" W> 299 ~ 



ITALIA, 



Srevetto per l?<VE^r2lO?» lOOOXSam TOflSOPgc 
BfiEVETTO H0.RBt97A0OO743 DEL 01, 12, 1997. 




La noia oi cui sopra e' staca oa me csnirofinnara'd^boilara 




ALE SOCA.NTE 



/ U 



Per copu coaforme ^U'oriimalo 



procua cn« oor ola oomanaa a aiic^iti Cim- 
posta di ooilo 0 sata assot» eoRronnaaMnca aiia 
circQUn 163/33 aell*U.C3. e Suce. ffloQif,. 
con naerva Of evvotuail intttgraaioni cne sar^nno 
dado siessQ ricnie^ie m sea* di concassionQ.^ 
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MINISTERO DELL'INDOSTRIA DEL COMMERCIO E DELL'ARTI- 
GIANATO - Officio Italiano Brevetti e Marchi - ROMA 

NQTA PI TRASCRI2I0NE 
La richiedentie ISTITUTO SUPERIORS PI SANITA» . di na- 
zionalica italiana, con sede in Roraa, viale Regina 
Elena n.299, 

a mezzo Mandatari : D.ssa Gemma Gervasi (N.238), Dr. 
piego Paliini (»• 484)x Dr. Giorgio Moretti {N.206), 
Dr. Angelo Passini (t?. 73), Ing- Giorgio Coggi 
{K.148), Dr. Livio Brighenci (H,47S), D.ssa Maria 
Vitcoria Primiceri (N'.46S), D.ssa Raffaella Coasuelo 
Asensio (H,504)^ Dr. Giuiio Mariani (N.329), di- 
sgiunramenre, della NOTARBARTOLO ^ GERVASI S.p.a., 
Corso di Porta Vittoria n,9, Milano, 

CHIEDB 



che codesto Spectabile Officio proweda a crascrive- 
re, a favore di essa richiedente, 1 ' intervenuta ees- 
sione, 

da: BARBARA EMSOLI residence a Roma, via Festo Avieno 

na (rrnFWTK), — 



a: ISTITUTO SUPERIORE DI SAMITA' con sede a Roma, 
Viale Regina Elena n.299 (CESSIONARIA) , 
relarivamenre al sotcoaegnaro brevetto italiano; 
- Domanda 'di brevetto per invenzione No-Rm97AQ00743 
depositata il 01.12.1997 ed avente titolo: "Tat di 
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Hiv-l o suoi derivaci, da soli o in coinbinazione, a 
scopo vaccinale, profilattico e cerapeurico^ contro 
I'AIDS^ i tuinori e le sindromi associate-, nonche il 
relarivo brever^o^ ove gi.^ concesso; 
Si alleoano all»uopo: 

- Copia aurenrica dl aero di cessioae, soctoscritto 
dalla CEPgNTE personalmeate dalla Sig.ra Barbara En- 
aoli e 30tt:o3crirto per la CESSIOWi^^^A dal Sig. Roma- 
no Rosario Di Giacomo, le cui finae sono state au- 
tear i cat e dal Dott.Giuliano Floridi, noraio in Roma 
in data 24. 04- 1998 • Detto atto e stato registrato in 
data 12.05. 1998, all«Ufficio del Registro di Roma. 

- Attestazione di versamento di Lit. 120.000,» sul 
c/c postale 00668004 intestato all'Ufficio del Regi- 
stro Tasse a Concessioni - ROMA. 



- Letter a d'incarico, 
Milano, 11 03 Agosto 1993. 

p. ISTITUTO SUPERIORS DI SANITA» 



II Mandatai 
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ISTITUTO SUPERIORE DI SWJITA' 
ATTO DI CESSIONE DI DOBiANDA DI BREVETTO 

TRA 




;Oocr.ssa Barbara Ensoli^ naca a Lacina 11 

j23.0l.1960/ cit-tadlna icaliana, residence in 

I 

•Roina, via Festo Avieno 176, codice fiscale 
n.NSLBBR60A63£472K nel seguico denoniaata per 

Sbrevita CEDEMTE, 

i 

j da una parre; 

jlsrituto Super lore di Sanita, con sede in Roma, 

i 

iviale Regina Elena n,299, CP. 01^11-80211730587 e 

i 

jP,IVA nxiin, 03 657731000, in persona del Dott. Romano 
iRosarxo Di Giacomo, Dirigence Generale dei Servizi 



VOU .... 



[Amminiscracivi dell' istituto naco a Cassano lonio ; 

I i 

jJCS) il 25 •9.1937 nel seguiro denominaro per brevi : 

j 1 

!ca CESSIONARIO, j 



dall'altra parce; 



'era detre parci, ut sopra rappresentate, si convie 
:ne e si sripula quanto segue: 

Art.l 

I 

11 Cedence cede e trasferisce al Cessionario, il 



libera da ogni e qualsiasi vincolo reale di godi- 



menco o garanzia, relativaraence alia domanda di 
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brevetco italiano appresso specif icata Inel segui- 
tc denominaca BREVETTO) : 

- ^^ANOX DI BREVETTO per invenzione industriale 
n-HM97A000743 depositaca 1' 1.12, 1997 ed avente ti- 
talQ:"Tat di HIV-1 o suoi derivati, da soli od in 
cpmbinazione, a scopo vaccinale. profilattico e ce 
rapeutico^ concro I'AIDS, . i turoori e le sindroml 
associate" , 

II CEDENTB cede, altresi, al CS33I<mRI0 ogni di- 
ritto in ordine al deposit© di domande di brevet- 
to all'estero-^ che siano basate sul diritto di 
priorica unionisca di cui all'art.4 della Conven- 
sione dell*Unione di Parigi^ ' relativajnente al BRE- 



VETTO di cui all" art. 1. 

Art. 3 

II BREVETTO viene trasmesso al CESSIOHARIO aello 
stato di fatto e di diritto nel quale esso si tro- 
va- 

11 CESSIONARIO rinuACia ad ogni garanzia in ordine 
alia validita del BREVETTO ed alia non interferen- 
za dello stesso con diritti di esclusiva apparte- 
nenti a terzi. 

Art.4 

II CEDENTE s'impegna a sotcoscrivere tutta la 
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'luwcaiidxicaslone aecessaria per operare la trascri- 
fzlone del presente Atto presso I'Ufficio Italiano 
. Breve tti e Marchi in Roma. Detta crascrizione ver- 
ra svolra a cura e spese del CESSIOlfARIO. 

Sono a carico del CESSIONARIO le spese di copia 
bollo e quelle per la registrarione fiscale del 
presence arto unitamente a quelle per I'aurentica 
notarile delle finne del CEDENTE e del legale rap- 
^resencante del CESSIWARIO . 

Arc. 5 

;il corrispectivo per il BREVETTO crasmesso con il 
presence acco dal titolo:''Tac di SIV-I o suoi 
derivaci, da soli od in combinazlone, a scopo 
vaccinale, profilaccico e cerapeutico, concro 



I'AIDS, i cuinori e le sindromi associace" S patt\ii 
CO in L.2-500.000- = (I>ueinilionicinquecencomila) . 

le sonnna verra corrisposca dal CESSIONARIO 
mediante versamenco sul ccb, n, 3886 cod. ABI 
1005 - C.A*B. 0337S, incescaco alia D.ssa Barbara 
Ensoli presso la Banca Nazionale del Lavoro - 
sporcello Iscicuco Superiore di Sanica - Roma. 

Arcs 

:i 'presence acco diverra impegnacivo per il CES- 
SIC^ARIO solo dopo Che siano incervenute le pre- 
sccicte approvazioni e regiscrazioni di legge. 



Da- NOTAnARTOLO I GERVASI 
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Li etc, approvato e sotcoscritro in duplice 
originale, nel luogo e nella dara qui in calce 
riportati. 



REPERTORIO N. 13^36 

AUT£*ITICA DI FISBA 
REPUBBLICA riALlANA 
Eo soccoscricco docc.prof -Giuliano FLORIDX Nocaio in Roma, 
coa scudio al Viale Regiaa dargherics 239, iscncco ael Col- 
■^e slo N o c a ril o d e-i- Discrecci Riutrtrr-dt~RD»av-Vel-l«i 



vicavecchia, dictiiax-o e cercifico vera ed aucearica la firms 
del slgnori: 

- Ensoli Barbara, aaca lO Lacioa li 23 gennalo 1960 e resl- 
lence la Roma, via Fesco Avieno ti,176. medico; 

- RoDiatio Rosario Dl Glacomo, naco m Cassaao loaio (CS) li 25 
setcerabre 1937 e domiciliaco pel la carica la 3o»a. viale Re- 
tina Elaeaa n.29y. medico; 

dell' ideucica persoaale dei quali lo nocaio sono cerco. haaao 
firmaco ia scriccura che precede la mia preseaza e previa lo- 
ro e5i;tr*:5b!i i:ur.cocc»? rumncid, col nau cca=en-sc. all'assl- 
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iscenza dei cescl. 



•Roflia. al via le Jteg ma jiargtierlca 239, li venciquaccfo ap riie 
. mil lenoveceflConovaacoc co . 





MINISTERO DELLINDUSTRIA COMMERCIO ED ARTIGIANATO 
Ufficio itaiiano Brevetti e Marchi - ROMA 

ISTANZA Dl CORREZIONE E INTEGRAZION 
Oggetto: Domanda di Brevetto per Invenzione lndustrfl$(i^^;:n= ,. 
RM97A000743 depositata il 01.12.1997 a nome Istituto Superiore 
Sanity dal titolo; "Tat di HIV-1 o suoi derivati. da soli o in 
combinazione, a scopo vaccinate, profilattico o terapeutico, contro 
TAIDS. i tumori e le sindromi associate." 

In base alFArt. 49 del DPR 22.06.79 n. 338 il sottoscritto Istituto 
Superiore di Sanita di nazionalita italiana con sede in Roma Viale 
Regina Elena. 299 - 00161 Roma, a mezzo mandatari Drssa Gemma 
Gervasi (n. 238 ), Dr. Diego Pallini (n. 484), Dr. Giorgio Moretti (n. 
206), Dr. Angelo Passini (n. 73). Ing. Giorgio Coggi (n. 148). Or. Livio 
Brighenti (n. 475), Dr.ssa Maria Vittoria Primiceri (n. 465), Dr.ssa R.C. 




Asensio (n. 504), Dr. G. Marian! (n. 329) (disgiuntat 
NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A., Via Savoia, 82 - R 
cui elegge domicilio a tutti gli effetti di legge, 

CHIEDE 



Che Codesto Spettabile Ufficio provveda ad apportare le seguenti 
correzioni ed integrazioni come dalte seguenti postille qui di seguito 
riportate: 

l^ostilia 1: Pagina 1 della descrizione : Riga 16: dopo la parola 
"antivirale" inserire: "in presenza o meno di adiuvanti vaccinali". 
Postilla 2: Pagina 1 della descrizione: Riga 17: dopo la parola 



I 



"mucosale" inserire la virgola e radiare "o". 

Postilla 3: Pagina 1 della descrizione: Riga 19: dopo la parola "anti- 
0028" inserire: e la veicolazione degli immunogeni con eritrociti o 
nanoparticelle". 

Postilla 4: Pagina 12 della descrizione: Riga 11: dopo la parola 
"immunomodulante" inserire: "come i'lFNa o p". 
Postilla 5: Pagina 13 della descrizione: Dopo riga 16 andare a capo e 
inserire: "Studi recenti hanno dimostrato che la costimolazione di 
linfociti CD4+ con biglie paramagnetiche ricoperte con anticorpi 
monoclonali anti-CD3 e anti-CD28 detemnina Tespansione logaritmica 
e policlonale dei linfociti provenienti da soggetti infetti con HIV [Levine 
et al., Science. 272: 1939-1943 (1996)] senza attivare la replicazione e 
la propagazione del virus. Questa attivitd antivirale e conseguente alia 
modulazione negativa dell'espressione di CCR5, il corecettore per i 
ceppi monocitotropi deirHIV-1 [Carrol et al, Science. 276: 273-276, 
(1997)] e, in misura minore agli elevati livelli di chemochine indotti 
mediante costimolazione con anticorpi monoclonali anti-CD3 e anti- _ 
CD28 [Riley et al, J.Immunol. 158: 5545-5553, (1997)]. L'inventore. 
ritiene che la possibility di espandere linfociti autologhi da soggetti 
infettati con HIV in assenza di replicazione/propagazione virale 
consente di approntare un efficace immunizzazione ex vivo , descritto 
negli esempi, che pud essere di grande utilita neirallestimento di un 
vaccine anti-Tat.". 



Postilla 6: Pagina 14 detia descrtzione: dopo riga 12 andare a capo e 
inserire:" In particolare, Tinventore ritiene che Tuso di batteri 
(Streptocx)CCus gordonii e Lactobacillus) "ingegnerizzati" ad esprimere 
gli antigeni virali sopra menzionati possa essere una valida strategia 
per indurre e/o potenziare una nsposta immune specifica a liveilo dalle 
mucosa nella scimmia e neiruomo. Questi batteri sono infatti in grado 
di colonizzare la mucosa orale e vaginale nei topi, e di indunre una 
risposta anticorpale specifica locale e sistemica nei confront! degli 
antigeni eterologhi espressi sulla superficie dei batteri ricombinanti 
[Oggioni et al.. Vaccine 13: 775 (1995); Medaglini et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 92: 6868 (1995); Medaglini et al., Vaccine 15:1330 
(1997); Pozzi et al., in "Gram-positive bacteria as vaccine vehicles for 
mucosal immunization", eds. Pozzi G. & Wells, J.M. - Landes, Austin, 
p. 35 (1997); Oggioni, et al.. Gene 169:85 (1996); Rush, et al., in 
-Gram-positive bacteria as, vaccine vehicles for mucosal immunizatio n", 
eds. Pozzi G. & Wells, J.M. - Landes. Austin, p. 107 (1997); Medaglini 
et al., Biothec. Annu. Rev. 3:297 (1997); Medaglini et al.. Am. J. 
Reprod. Immunol. 39:199 (1998)]. Infine, questi batteri funzionano 
come vettori v ivi di vaccini, ed hanno il vantaggio di offrire una 
stimolazione prolungata del sistema immunitario. 
Inoltre, Tinventore ritiene che anche vettori virali ricombinanti del virus 
herpes simplex di tipo 1 (HSV-1), non replicativi, apatogeni (Marconi et 
al.. Proc. Natl. Acad. Sci 93:11319 (1996)1, potranno essere utilizzati 
per esprimere proteine virali per I'induzione di una risposta sistemica 
(mediante immunizzazione cutanea, i.d.) e mucosale (per via orale, 
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vaginale o nasaie). Infatti. si sfrutterebbe TabilitS di questi vettori di 
contenere estese sequenze esogene senza interferire nell'efficienza 
d'infezione [Glorioso et al., Ann. Rev. Microbiol. 49:675 ( 1995); Huard 
et al. Gene Thar. 2:385 (1995)]. Si potrebbero costmire vettori capaci 
di contenere piu geni di HIV (regolatori, accessori e strutturali). I vettori 
erpetici possono inoltre essere interessanti per la possibiiita di 
somministrazione per via orale, nasaie o vaginale data la possibiiita di 
HS\/-1 di essere somministrato in modo diretto per via mucosale 
O [Bowen et al., Res. Virol. 143:269 (1992); Kuklin et al., J. Virol. 240:245 
(1998)]. 

L'inventore ritiene che Tat (proteina e/o DNA) da sola o in 
combinazione con gli altri immunogeni sopra descritti possa essere 
inoculata utilizzando nuovi sistemi di delivery, quali eritrociti o 
nanoparticelle. In particolare, ritiene che sia possibile veicolare 
antigeni legati sulla membrana di eritrociti autologhi [Magnani et al., 



Biotech. Appl. Biochem. 16:188 (1992) and 20:335 (1994)]. Poiche gli 
Q eritrociti, alia fine della loro vita (neiruomo 120 giomi), sono rimossi dal 
circolo dalle cellule del sistema macrofagico, notoriamente 
professioniste della presen tazione deirantigene. questa proprieta 
potrebbe essere opportunamente sfruttata a scopi vaccinali. Infine, 
un'ulteriore strategia di delivery puo essere rappresentata dalle 
nanoparticelle. Nanoparticelle funzionali rappresentano sistemi 
estremamente interessanti per il trasporto ed il rilascio controllato di 
proteine e DNA [Chavany et al.. Phar. Res. 9: 441 (1994); Zobel et al., 
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7: 483 (1997)] in quanto possono 
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essere realizzate con elevato grado di afRnita nei confronti di queste 
molecole biologicamente attive. Le nanosfere sono particelle 
polimeriche colloidali, di differente composizione chimica, variabili in \ 
grandezza da 10 a 1000 nm. Alia superficie, o a! loro interne, eb\^3>!l 
possibile adsorbire sostanze di diversa natura (oligonucleotidi, farmaci, 
proteine, peptidi, DNA) che vengono in tal modo veicolate nel 
citoplasma o nel nucleo della cellula dove sono niasciate 
gradualmente. Queste proprieta, inoltre, permettono di utiizzare 
quantita estremamente basse di sostanza. Le nanoparticelle 
costistuiscono quindi un ottimo sistema di delivery soprattutto per 
quelle sostsmze che, per loro natura, sarebbero instabili nell'ambiente 
intracellulare o di cui si voglia aumentarne I'efficacia o la veicolazione 
verso cellule specifiche." e radiare da riga 13 di pagina 14 a riga 2 di 
pagina 15 della descrizicne. 

Postilia 7: Pagina 15 della descrizione: Riga 5: dopo la parola "parti" 
inserire: "in presenza o meno di adiuvanti vaccinali". 
Postilia 8: Pagina 15 della descriizone:F^iga 23: sostituire: 
"Rivendicazioni" con "Sommario dell'lnvenzione". 
Po s t H l a — 9: Pagi n a 17 de l la desu i izone. Riga 1 9. dopo "CD28" 
aggiungere ".eventualmente coniugati a biglie paramagnetiche". 
Postilia 10: Pagina 17 della descrizione: dopo Riga 21: andare a capo 
e inserire: "11. un vaccino, come descritto nei punti precedenti, in 
combinazione con gli adiuvanti che ne potenzino la risposta immune. 
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12: un vaccino, come descritto nei punti precedenti, somministrato in 
associazione a sistemi di veicolazione e di rilascio (delivery systems), 
da soli o in combinazione, quali nanoparticelle, vettori erpetici, globuli 
rossi, batteri e, comunque, ogni sistema di delivery con i quali 11 
vaccino sopra descritto, in tutte le sue combinazioni, potra essere 
somministrato.". 

Postilla 11: Pagina 19 della descrizione: dopo Riga 10: inserire: "A 
tale proposito, per inibitori della replicazione virale intendiamo tutte le 
molecole, conosciute attualmente o quelle che verranno in seguito 
scoperte (inibitori nucleosidici e non nucleosidici della trascrittasi 
inversa, inibitori delle proteasi, RNA antisenso e, in genere, tutte le 
molecole in grado di bloccare Tespressione dei geni di HIV) in grado di 
limitare o bloccare la replicazione di HIV. 

Come accennato precedentemente, si descrivono different! metodi di 
immunizzazione che prevedono I'utilizzo di Tat in associazione con altri 
geni o proteine virali, o parti di essi, o geni o proteine di citochine 
immunomodulatrici, o parti di essi. Per "parti di essi" (o "parti di esse") 
si intendono segment! dei geni o delle proteine sopraccitati, dei quali (o 

delle quali) si dimostri Tefficacia nell'indurre gli stessi effetti 

immunogenici del gene o della proteina interi. 

Inoltre, poiche e nota I'efficacia degli adiuvanti nelle strategic vaccinali, 
la presente invenzione si riferisce all'utilizzo degli adiuvanti conosciuti 
e di queiti che ven'anno scoperti in future, somministrati insieme a Tat 
(proteina o DNA) e alle combinazioni di Tat e alth geni o proteine virali 
0 ceilulari. Analogamente, viene ipotizzata Tefficacia dei different! 
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sistemi di veicolazione e di rilascio (delivery systems) di Tat (proteina o 
DNA) e delle combinazioni di Tat e altri geni o proteine virali o cellulari. 
sia neH'induzlone di un'immunita generate che di un'immunita locale 
verso Tat (immunizzazione mucosale). 

Risultati ottenuti daH'autore e non ancora pubblicati, indicano che solo 
la proteina Tat nella sua forma biologicamente attiva e in grado di 
legare specifici recettori cellulari e di entrare nella cellule. Tale 
proprieta 6 alia base della risposta immune da parte delle cellule 
accessorie e delle cellule immunitarie in genere e, secondo Tautore, e 
fondamentale neirindurre una risposta immune mollo piu forte di quella 
che la proteina inattiva sia in grado di stimolare. In conclusione. a 
differenza dell'utilizzo di Tat inattivato come immunogeno, proposto da 
alcuni ricercatori, si intende utilizzare Tat di HIV-1, o suoi mutanti, nella 
sua forma biologicamente attiva per indurre una forte risposta immune 
verso I'HIV in grado di prevenire Tinfezione o la malattia e per attuare 
strategie terapeutiche efficaci negli individui infettati da HIV-1. II 
vaccino secondo Tinvenzione puo essere veicolato per via sistemica 
(intramuscolare, intradermica, sottocute, etc) o locale (mucosale). 
Questa via e preferita quando si utilizzan o come delivery systems i 
batteri di cui si dira appresso. II principio attivo del vaccino pu6 essere 
preparato come liofilo ed essere immagazzinato. Quindi, per I'uso, pud 
essere risospeso in siero autologo. 

Fanno parte della presente invenzione le cellule trasformate 
comprendenti un vettore esprimente Tat o suoi mutanti o sue parti 



come detto nella descrizione, cellule che vengono coltivate per 

esprimere la proteina Tat, che a sua.volta viene isolata per Tuso. 

Si intende che neirambito della presente invenzione sono ricomprese 

tutte quelle varianti di Tat di qualsiasi tipo o sottotipo di HIV che 

abbiano attivita almeno analoga a quella descritta.". 

Postilla 12: Pagina 20 della descriizone; Riga 7: sostituire: "10 o con 

100 ^ig" con: "100 (Ml) e 10 (M2) ng 

Postilla 13: Pagina 20 della descrizione: Riga 9: dopo la parola 
O "inoculate" inserire: "(M3)" e andare a capo, 

Postilla 14: Pagina 20 della descrizione: Riga 10: dopo "22" radiate "e 
27 settimane" e aggiungere: ", 27. 32, 37 settimane. La ricerca degli 
anticorpi era effettuata anche alia settimana 41 per la scimmia M2, 
inoculata con 1 0 jig di proteina Tat, e la scimmia M3.", 
Postilla IS: Pagina 20 della descrizione: Riga 11: sostituire la parola 
"plasmi" con "sieri". 

Postilla 16: Pagina 20 della descrizione: Riga 15: radiare: " PBS A 1x" 
O e sostituire con: "PBS senza Ca** e Mg** (PBS-A)". 

Postilla 17: Pagina 21 della descrizione: Riga 3: dopo "1:50" inserire: 
"e 1:100 

Postilla 18: Pagina 21 della descrizione: Riga 4: sostituire: "(± S.D.)" 
con: "+ 3 Deviazione Standard (S.D.)". 

Postilla 19: Pagina 21 della descrizione: Riga 6: dopo la parola 
"campione" aggiungere: "diluito 1:50". 
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Postilla 20: Pagina 21 delta descrizione: Riga 7: dopo la parola 
"pozzettr radiare; ".sottratti del valore del cut off ±S.D. (AOD405);" e 
inserire il punto. 

Postilla 21: Pagina 21 delta descrizione: Riga 8: dopo ">2,7'' | j 
aggiungere: "indica che". ' 
Postilla 22: Pagina 21 delta descrizione: Riga 10: dopo la parola 
"Titolazione" radiare: "dei plasmi delle scimmie inoculate con 100 e 10 
jig di proteina Tat ricombinante. descritti netia figura 2." E inserire: 
"degli anticorpi anti-Tat nei sieri delle scimmie inoculate con 100 (Ml) e 
10 (M2) mg di proteina Tat ricombinante, descritti nella figura 2. II 
saggio ELISA era eseguito come descritto netIa figura 2. In questo 
caso i sieri delle scimmie erano saggiati (in doppio) diluiti scalarmente 
da 1:50 a 1:25.600." . 

Postilla 23: Pagina 21 delta descrizione: Riga 13: dopo le parole "cut 
off inserire: "relative a ciascuna diluizione. It valore di cut off calcolato 
per ciascuna diluizione corrispondeva alia media +3 S.D.delle letture 
dei sieri prelevati al tempo 0 di tutte le scimmie ottenute in tutti gti 
esperimenti.". 

Postilla 24: Pagina 21 delta descrizione: dopo Riga 13, andare a capo 
e : inserire: " FIGURA 4. Mappatura degli epitopi riconosciuti dagli 
anticorpi IgG anti-Tat delle scimmie inoculate con 100 (Ml) e 10 (M2) 
^ig di proteina Tat ricombinante, descritte nella figura 2. Per mappare 
gli epitopi riconosciuti dagli anticoTpi anti-Tat, sono stati eseguiti saggi 
ELISA utilizzando 8 peptidi sintetici, corrispondenti agli aminoacidi (aa) 
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di Tat 1-20, 21-40. 36-50, 46-60, 52-72, 56-70, 65-80 e 73-86. 100 ^il di 
ciascun peptide (alia concentrazione di 10 [ig/ml in PBS-A/0.1% BSA) 
erano adsorbiti a ciascun pozzetto in piastre da 96 di PVC per 12 ore a 
4** C. Le piastre erano successivamente lavate ed incubate con 100 |al 
di PBS-A/3% BSA per 2 ore a 37** C, lavate 3 volte con PBS-A/Tween 
0.05%. ed incubate con 50 |il per pozzetto dei sieri diluiti in PBS-A/3% 
BSA. II saggio era quindi eseguito come descrltto nella figura 2. I sieri 
erano prelevati alia 37* settimana dairinizio della vaccinazione, I valori 
di cut off, caicolati per ciascun peptide e per ogni diluizione, 
corrispondono alia media +3 S.D. della lettura dei sieri prelevati al 
tempo 0 di tutte le scimmie ottenute in tutti gli esperimenti. (A) Riporta i 
risultati. relativi ai sieri diluiti 1:50 e a ciascun peptide, che 
corrispondono alia media delle densita ottiche a 405 nm delle letture di 
due pozzetti; (B) riporta i risultati relativi alia titolazione dei sieri 
mostrati in (A) e sono rappresentati in ordinata come il reciproco della 
diluizione piu alta di siero che a 405 nm dava una lettura superiore al 
valore di cut off relative a ciascuna diluizione. ^ 
PostiKa 25: Pagina 21 della descrizione: Riga 14: sostituire "4" con 



Postilla 26: Pagina 21 della desaizione: Riga 22: Dopo la parola 
"settimane." Inserire: "La ricerca degli anticorpi era valutata alle 
settimane 2, 6, 11 e 15. L'esecuzione dei saggi ELISA e descritto nella 
figura 2. " e radiare da "Uesecuzione" a "figura 2/'. 
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Postilia 27; Pagina 22 della descrizione: Riga 3: dopo il valore 
"1:1000." Aggiungere: "li valore di cut off era calcolato come la media 
(+ 2 S.D. j delle letture dei sieri di tutte le scimmie, prelevati al tempo 0. 
I risultati riportati neiristogramma relativi a ciascun campione 
corrispondono alia media delle densita ottiche a 405 nm delle letture 
dei due pozzetti, sottratti del valore di cut off (AOD405). 
Postilia 28: Pagina 22 della descriizone: Riga 4: sostituire: "5" con "6" 
e dopo la parola "umorale" radiare "del" e inserlre: "anti-Tat specifica 
di" e radiare: "specifica anti-Tat". 

Postilia 29: Pagina 22 della descrizione: Riga 5: dopo "con" radiare: 
"Taf e aggiungere "proteina Tat ricombinante". 
Postilia 30: Pagina 22 della descriizone: Riga 11: dopo "6,11" radiare: 
"e 15" e "riga 12 e 13" e inserire:", 15. 21. 28 e 32 settimane. Alia 36' 
settimana le scimmie M1-M6 erano inoculate con 15 di proteina Tat 
risospesa in 200 ml di Iscom e 300 ml di PBS. La ricerca degli anticorpi 
era valutata anche alia settimana 40 e 44. L'esecuzione dei saggi 
ELISA e la determinazione dei valori di cut off sono descritti nella figura 
2. I risultati riportati in figura sono relativi ai campioni diluiti 1:50. >2,7 
indica che i valori di lettura erano fuori scala.". 

Postilia 31: Pagina 22 della descriizone: Riga 14:sostitulre "6" con "7" 
e dopo la parola '*Titolazione" radiare: "dei sieri delle scimmie inoculate 
con la" e inserire: "degli anticorpi anti-Tat nei sieri delle scimmie 
inoculate con la proteina". 
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Postilla 32: Pagina 22 della descriizone: Riga 16: dopo "(M4-6)" 
aggiungere: "descritti nella figura 6^ 

Postilla 33: Pagina 22 della descrizione: Riga 18: dopo le parole "cut 
off" aggiungere: "calcolato per ciascuna diluizione, come descritto 
nella figura 3.". 

Postilla 34: Pagina 22 della descrizione: dopo Riga 18 andare a capo 
e inserire: "FIGURA 8. Mappatura degli epitopi rtconosciuti dagli 
anticorpi IgG anti-Tat delle scimmie inoculate con la proteina Tat 
ricombinante (10 tig) in presenza deH'adiuvante RIBI (Ml -3) o Alum 
(M4-6). descritti nella figura 6. I sieri erano prelevati alia 21^ settimana 
dairinizio della vaccinazione. Uesecuzione dei saggt ELISA e la 
determinazione dei valori di cut off sono descritti nella figura 4. I 
risultati riportati neiristogramma (A) sono relativi ai campion! diluiti 1:50 
e a ciascun peptide e corrispondono alia media delle density ottiche a 
405 nm delle letture di due pozzetti. I risultati raffigurati neiristogramma 
(B) sono relativi alia titolazione dei sieri mostrati in (A) e sono 
rappresentati in ordir^ata come 11 reciproco della diluizione piu alta di 
siero che a 405 nm dava una lettura superiore al valore di cut off. 
F I GURA 9, Ana li s i del l a presenza d i una ri sp o s t a CTL s p ecifica anti - 
Tat. II saggio era eseguito come desaitto nella Tabella 5. Nella figura e 
riportato un esempio relative alia 36^ settimana della scimmia Ml, 
inoculata per via sottocutanea con 10 jig della proteina Tat e RIBI, 
descritta nella figura 6. I quadrati (controllo) corrispondono alle cellule 
incubate con la linea bersaglio Bid non pulsata con il Tat; i rombi 
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corrispondono alle cellule incubate con la linea bersaglio Bid pulsata 
con il Tat (1 mg / 250.000 cellule),". 

Postilla 35: Pagina 22 della descnizone: Riga 19: sostituire "7" con 
"10". 

Postilla 36: Pagina 22 della descrizione: Riga 21: dopo "BSA" radiare 
"e" e inserire "oppure". 

Postilla 37: Pagina 23 della descriizone: Riga 2: dopo "M2" 
aggiungere inoculata con 10 della proteina Tat e RIBI e descritta 
nella figura 6.". 

Postilla 38: Pagina 23 della descrizione: Dopo Riga 4 andare a capo e 
inserire: "FIGURA 11. Risposta umorale di tipo IgG specifica anti-Tat 
in una scimmia (M1) inoculata con 200 ^ig di DNA, del plasmide 
PCVTat risospeso in 150 |il di PBS-A, per via intradermica in 2 siti 
vicini ai linfonodi ascellari; una scimmia (M2) inoculata con 500 mg di 
PCVTat, risospeso in 250 ^1 di PBS-A. per via intramuscolare in 2 siti 
nel dorso; ia scimmia di controllo (M3) non era inoculata, ma riceveva 
come controllo di specificity ripetuti skin tests con Tat. Le scimmie 
erano inoculate con PCVTat al tempo 0 e dopo 5, 10, 15. 22, 27, 32 e 
37 settimane. Infine, dopo 42 settimane le scimmie ricevevano un 
richiamo con la proteina Tat ricombinante (15 i^g) risospesa in 200 ^1 di 
Iscom e 300 jiil di PBS. La ricerca degli anticorpi era valutata alle 
settimane 2, 5, 10, 15. 22, 27, 32, 37, 42, 48 e 58. La presenza della 
risposta anticorpale anti-Tat nei sieri degli animali era analizzata 
mediante saggi ELISA, come descritto nella figura 2. I risultati riportati 
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neiristogramma, relativi a ciascun campione diluito 1:50, corrispondono 
alia media delle density ottiche a 405 nm delle letture dei due pozzetti. 
(A) Riporta i risultati ottenuti dalle due scimmie vaccinate con 200 (M1) 
e 500 (M2) ng di DNA del plasmide pCVTat. (B) Riporta i risultati 
relativi alia scimmia di controllo (M3) non inoculata. 
FIGURA 12. Titolazione degli anticorpi anti-Tat nel siero della scimmia 
M2 inoculata per via intradermica con 200 mg di DNA del plasmide 
pCVTat. L'esecuzione del saggio ELISA e descritta nella figura 2. I 
risultati in ordinata sono rappresentati come il reciproco della diluizione 
piu alta del plasma che a 405 nm dava una lettura superiore al vaiore 
di cut off relative a ciascuna diluizione. 

FIGURA 13. Analisi della risposta umorale di tipo IgG specifica anti-Tat 
in tre scimmie (M9-11) inoculate per via intramuscolare con 1 mg di 
DNA del plasmide pCVTat e in una scimmia di controllo (Ml 2) 
inoculata con 1 mg di DNA del plasmide pCVO. II DNA era risospeso in 
1 ml di PBS-A ed inoculate per via intramuscolare in 2 siti nel dorso. Le 
scimmie erano inoculate al tempo 0 e dope 6, 11, 15, 21, 28 e 32 
settimane. Alia 36° settimana le scimmie M9-M11 ricevevano una 
i nocu l az i on e d i richiamo con 15 |ig d i prot ei na Tat r i comb t nan te- 
risospesa in 200 |il di Iscom e 300|il di PBS. La presenza di anticorpi 
anti-Tat era ricercata alle settimane 2, 6, 11, 15. 21, 28, 32, 36, 40, e 
44. Uesecuzione dei saggi ELISA e la determinazione dei valori di cut 
off sono descritti nella figura 2.". 

Postilla 39: Pagina 23 della descrizione: Riga 5: sosituire "8" con 
"14". 
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Postilla 40: Pagina 23 delta descriizone: Riga 9: radiare: "metodiche 
immunomagnetiche" e sostituire con "biglie paramagnetiche". 
Postilla 41: Pagina 23 della descrizione: Riga 10: radiare la parola 
"parte" a sostituire con "meta". 

Postilla 42: Pagina 23 della descrizione: Riga 11: radiare la parola 
"parte" e sostituire con "meta". 

Postilla 43: Pagina 23 della descriizone: Riga 17: sostiture "9" con 
"15". 

Postilla 44: Pagina 23 della descrizione: Riga 19: dopo la paroia 
"ottenuti" radiare da "con le metodiche ... " fino a "nelTesempio 5." e 
inserire "da 4 scimmie con la procedura descritta nella figura 14. 
venivano stimolati come riportato neU'Esempio 7.". 
Postilla 45: Pagina 24 della descrizione: Riga 1: sostituire "5" con "7" 
e Inserire: "FIGURA 16 Caratterizzazione funzionale di cellule 
dendritiche (DC) ottenute dal sangue periferico di scimmie. A. 
Incorporazione di timidtna tritiata ai giomo 4 di coitura mista 
leucocitaria allogeneica (AMLR): comparazione della funzione di 
presentare I'antigene (APC, misurata come induzione della 
proliferazione di cellule T allogeneiche) tra DC e macrofagi (M0) 
ottenuti da PBMC di sangue periferico di Macaca fascicularis dopo 
separazione su gradiente di Percoll e aderenza su plastica. Le cellule 
non aderenti erano rimosse e quelle aderenti erano indotte a maturare 
in DC con I'aggiunta di GM-CSF (200 ng/ml) e IL-4 (200 U/ml) ogni 3 
giorni. La meta del terreno di coitura (RPMI 10% PCS) veniva poi 
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rimossa e sostituita con terreno fresco ogni 3 giomi. Dope 6-7 giorni di 
coltura si osservava un cambiamento morfologico nelle cellule indotte 
con citochine cha acq'uisivano Taspetto tipico delle DC (perdita 
dell'aderenza, clusterizzazione, propaggini), anche verificato con 
rausilio di marcatori di membrana lipici (dati non mostrati). Le cellule 
monocitarie non venivano indotte con citochine ed erano coltivate nel 
medesimo terreno con cambi del sovranatante effettuati ogni 3 giomi. 
Tali cellule mantenevano le caratteristiche monocito-macrofagiche, 
quail I'aderenza. Al V giomo entrambe le popolazioni cellulari "erano 
cimentate con linfociti T provenienti da un donatore urnano, purificati 
tramite gradiente di Ficoll e Percoll ed aderenza, ed in seguito 
congelati. 

II test di proliferazione cellulare di linfociti T umani eseguito con DC o 
M0 di scimmia era eseguito in piastre da 48 pozzetti. 0.5x10® linfociti T 
erano stimolati con 5000 DC o M0 (Rapporto T:APCs = 100:1). La 
coltura era mantenuta per 4 gionni, e aliquote fisse della sospensione 
cellulare erano poi trasferite in piastre da 96 pozzetti in triplicato a cui 
veniva aggiunto 1|iCi per pozzetto di timidina tritiata per 16 ore. Al 
termine dell'incubazione. le conte per m inuto (cpm) emesse dal 
marcatore radioattivo incorporato dalle cellule erano ottenute tramite 
lettura con un contatore a scintillazione. 

B. Le cellule presentanti TAg (APCs) quali DC e M0, ottenute con le 
medesime modalita riportate in figure 16A, erano cimentate con linfociti 
T di un altra scimmia, ottenuti come riportato neU'esperimento 
precedente per il donatore umano. per verificare la maggiore capacita 
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di presentare TAg che 6 la caratteristica tipica delle DC rispetto ai M0. 
In questo caso le APCs erano aggiunte a concentrazioni scalari ai 
linfocitr T in modo da valutare le risposte proliferative ottenute a vari 
rapporti linfociti T:APCs (DC o M0). 

Postilla 46: Pagina 40 della descrizione: Ultima Riga: dopo la parol 
" specifica " inserire " ed efficacia protettiva della immunizzazione di; 
challenge virale ". 
Postilla 47: Pagina 41 della descrizione: Riga 2: dopo la parola 
"cellulare)" Inserire: "e protettiva al challenge virale", 
Postilla 48: Pagina 41 della descriizone: Riga 14: dopo la parola 
"abbiamo" radiare da "inoculate..." a "non inoculata," e Inserire: 
"valutato la tollerabilita. la sicurezza e la capacita di indurre una 
risposta immune specifica (umorale e cellulare). Pertanto 3 scimmie 
sono state inoculate secondo il seguente schema: la scimmia 1 (Ml) e 
stata inoculata con la proteina Tat ricombinante (100 mg), risospesa in 
250 ml di siero autologo e 250 ml di RIBI, per via sottocutanea in un 
sito; la scimmia 2 (M2) e stata inoculata con la proteina Tat 
ricombinante (10 mg), risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml 
d i RIBI, p e r v i a s ottocut a n ea i n un s i to; e l a sc i mm i a 3 (M 3 ) e l a 
scimmia di control lo non inoculata.". 

Postilla 49: Pagina 41 della descrizione: Ultima riga: dopo il valore 
"22," radiare "e 27 settimane." e inserire "27, 32 e 37 settimane, II 
protocollo di immunizzazione e stato interrotto alia settimana 37 per la 
scimmia Ml e alia settimana 41 per la scimmia M2. Gli animali sonb 
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stati sacrificati per lo studio di parametri immunologici in diversi organi 
e tessuti (milza e linfonodi), quali la determinazione deirattivita 
proliferativa al Tat, dell'attivit^ CAF e della presenza di CTL. Per 
attivita CAF si intende Tattivita antivirale mediata dalle cellule CD8+. 
non MHC-ristretta. ne citolitica.". 

Postilla 50: Pagina 42 della descrizione: Riga 6: radiare: "IL-15". 
Postilla 51: Pagina 42 della descrizione: Riga 8: radiare: "e CD45RO". 
Postilla 52: Pagina 42 della descrizione: Riga 9: dopo la parola 
"attivita" radiare: da "CTL e NK..." a "(CAF). e inserire: "citotossica 
specifica (CTL). la presenza di attivita antivirale CAF e la presenza di 
attivita antivirale totale (TAA) mediata dai PBMC e dal siero autologo.". 
Postilla 53: Pagina 42 della descrizione: Riga 13: radiare da: "Questo 
esperimento a "non inoculata" di pagina 45 della descrizione e 
inserire "I risultati di questo esperimento sono i seguenti. Nelle 
scimmie vaccinate e nel controllo non si erano osservate alterazioni 
significative dei parametri chimico-fisici, ematologici e comportamentali. 
Non erano ossen/ati segni di infiammazione e neoformazioni vascolari 
nel siti di inoculazione. Questi risultati indicano che la proteina Tat era 
btji i lul l e i' dld day li anima l i e nun e t a lussica ( id l e Jusi su i nin inislfdle, 
utilizzando la via di inoculazione scelta. Nelle scimmie M1 e M2 erano 
present! anticorpi JgG specifici anti-Tat a partire dalla 5^ settimana 
dopo la prima inoculazione. Alia 37^ settimana IgG anti-Tat erano 
evidenziabili alia diluizione di 1:6400 nel plasma di entrambe le 
scimmie e, alia 41 ^ settimana, alia diluizione di 1:12.800 nel plasma 
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della scimmia M2. I risultati sono riportati nelie figure 2 e 3. Nella 
scimmia di controllo M3 erano evidenziabili anticorpi anti-Tat a basso 
titoio probabilmente elicttati dalle ripetute inocuiazioni di piccole 
quantita di Tat per Tesecuzione dello skin test effettuata in questa 
scimmia come controllo di specificita, Nelle scimmie M1 ed M2, gli 
anticorpi anti-Tat erano diretti principalmente contro la regione amino 
terminate (aa 1-20) di Tat, con un titoio di 1:3200 (figura 4). Nella 
scimmia M2, inoculata con 10 )ag di Tat, erano evidenziati anche 
anticorpi diretti contro i peptidi corrispondenti agli aa 36-50 e 46-60 di 
Tat, con titoli di 1:50 e 1:100 rispettivamente (figura 4). Uattivit^ 
neutralizzante 11 Tat del siero delle scimmie vaccinate veniva saggiata 
mediante saggi di inibizione del "rescue" deirinfezione virale in cellule 
HLM-1 trattate con la proteina Tat esogena, come precedentemente 
descritto [Ensoli et al., J. Virol. 67:277 (1993)]. Tali saggi hanno 
dimostrato che i sieri delle scimmie Ml e M2, diluiti 1:2 e ottenuti alia 
27* settimana dal primo inoculo, erano in grado di bloccare la 
replicazione virale indotta da Tat esogeno, misurata tramite 
determinazione dell'antigene p24 nel sopranatante delle cellule, mentre 
il siero delle stesse scimmie al tempo 0 (preimmune) non aveva attivita 
bloccante verso il Tat (Tabella 4). 

TABELLA 4 

Attivita neutralizzante dei sieri sul "rescue" dellWezione virale indotta 
da Tat extracellulare^ 



Campioni 


Inibizione (%) 


Tat (30 ng/ml) + Siero preimmune Ml 


0 


Tat (30 ng/ml) + Siero preimmune M2 


0 


Tat (30 ng/ml) + Siero immune M1 


79,12 


Tat (30 ng/ml) + Siero immune M2 


100 
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^Uattivitd neutralizzante dei sieri 6 stata determinata in cellule HLM-l 
(cellule HeLa contenenti integrata una copia del provirus HIV-I difeftivo 
del gene tat). Cellule HLM-1 sono state piastrate alia concentrazione di 
6x 10^ cellule per pozzetto in piastre da 24 pozzetti ed incubate a 37" C 
per 16 ore. Le cellule sono state lavate 2 volte con PBS contenente 
albumina sierica bovine (BSA) alio 0,1%, ed incubate per 48 ore con 
terreno di crescita (0.3 ml) a cui veniva aggiunta la proteina Tat 
ricombinante in presenza di un ugual volume di sieri delle scimmie 
prelevati al tempo 0 (preimmuni) o alia 27^ settimana (immuni). 1 
controlli negativi erano rappresentati dalle cellule trattate solo con un 
pool dei sieri preimmuni, immuni, o con PBS contenente BSA alio 0.1% 
(PBS + 0.1% BSA) ma in assenza di Tat. Per tutti questi controlli non si 
sono osservati effetti sul rescue virale. Ogni campione 4 stato saggiato 
in doppio. Sui supernatanti cellulah era quindi ricercata la presenza di 
virus rilasciato dalle cellule mediante determinazione dei valori di 
antigene p24 Gag, utHizzando un kit commerciale p24 antigene capture 
' Elisa (Nen Dupont). I risultati sono espressi come percentuale di 
inibizione del rescue virale [misurato come la media della p24 (pg/ml) in 
2 pozzetti per campione] ottenuto con i sieri imm uni rispetto ai sieri 
preimmuni (0 % di inibizione). Le scimmie Ml e M2 erano inoculate con 
la proteina Tat ricombinante (100 mg o 10 mg, rispettivamente) 
risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml di RIBI, ed inoculate per 
via sottocutanea in un sito del dorso in prossimita dei linfonodi ascellari. 
I risultati dimostrano la comparsa di una risposta proliferativa al Tat alia 
22^ settimana (Tabella 5) nelle scimmie inoculate con la proteina Tat, 
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essendo maggiore nella scimmia M2 che riceveva ad ogni inoculazione 

10 mg di proteina Tat ricombinante. 

TABELLA5 






Stimolo 


Settimane dairinizio della immunizzaziond^r/V; -.vv 


scimmia 


















15 


22 


27 


32 


37 


M1 


PHA 


15,3 


13,9 


19,9 


40.6 


3,2 




TT 


1,2 


4,7 


2.1 


3,8 


2 




Tat 


0,8 


2,4 


1.1 


1.3 


0,6 


M2 


PHA 


8,1 


11,6 


17,1 


16,8 


1.7 




TT 


2 


3,8 


1.7 


1 


0,6 




Tat 


0,9 


3 


1.4 


1,2 


0,6 


M3 


PHA 


5,1 


19,9 


18,2 


6,6 


8.1 




TT 


7.2 


6,2 


5.5 


2,8 


5.6 




Tat 


• 2.1 


1,4 


1.3 


0,7 


0.9 



^Unfociti di sangue periferico isolati mediants gradiente di Ficoll e 
seminati a 2 x 1(f cellule per pozzetto in thplicato in piastre da 96 
pozzetti, erano cresciuti in RPMI 1640 contenente il 10% di siero f stale 
bovino e stimolati con Tat (1 o 5 mg/ml), PHA (4 mg/nji), o il tossoide 
del tetano (TT) (10 mg/ml), contra cui tutti le scimmie erano vaccinate, 
Campioni di controllo non stimolati erano incubati solo con il terreno di 
crescita. Uincremento della proliferazione cellulare era determinate al 
5* giorno con saggio di incorporazione di timidina thziata come descritto 
[Ensoli ot al., IV Int e rnational Conf e rence on AIDS, Stockholm, 1?41 
(1988): Cafaro et aL, AIDS Res. Hum, Retrov. 7:204 (1991)]. I risultati 
sono riportati come indice di stimolazione calcolatd secondo la 
seguente formula: media dei cpm del campione/media dei cpm del 
controlli. Sono considerati positivi i valori superiori a 2. Le scimmie Ml e 
M2 erano inoculate con la proteina Tat ricombinante (100 mg o 10 mg, 
rispettivamente) risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml di RIBI, 
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ed inoculate per via sottocutanea in an sito. La scimmia M3 d una 
scimmia di controllo non inoculata. 

I risultati riportati in Tabella 6 indicano I'assenza di linfociti T citotossici 
(CTL) nelle scimmie M1 e M2 vaccinate con la proteina Tat 
ricombinante. x 
TABELLA 6 



Scimmia 


Settimana 


Rapporto bersaglio/effettore 


Attivita 
CTL 






1:50 


1:25 


1:12,5 


1:6,25 


1:3,12 
5 


IVledia 




IVI1 


41 


0 


0 


0 


0 


0 


0 




M2 


41* 


0 


0 


0 


0 


0 


0 




M2 


41 


0 


0 


0 


0 


0 


0 





* Gli effettori erano preparati come segue. I PBMC erano purificati in 
gradiente di Ficoll, risospesi alia concentrazione di 1 x 10^ cellule/ml in 
RPMI 1640 contenente il 10% di s/ero fetale bovino ed incubati in 
piastre da 24 pozzetti (500 per pozzetto) per 12 ore a 37'' C in 
assenza o in presenza della proteina Tat (1 fxg/pozzetto). II giorno 
successivo le cellule coltivate in assenza di Tat erano centrifugate a 
1500 rpm, risospese in 50 fJ di RPMI 1640 contenente il 10% di siero 
tetale bdvmo, incubate per j ore a J/" u in presenza di lat (1 fxg), 
lavate ed infine risospese in 500 ^ di terreno ed aggiunte alle cellule 
coltivate del giorno precedente in presenza di Tat Dopo ulteriori 24 ore, 
le cellule erano diluite con 1 ml di terreno complete contenente IL-2, 
alia concentrazione finale di 2 U/mi e cresciute a 37"* C per 14 giornL 
Le cellule bersaglio (Bid) erano rappresentate da linee primarie di 



22 



linfociti B autologhe, preparate per ciascuna scimmia prima di iniziare la 
vaccinazione. A questo scopo i PBMC, prelavati al giorno -35 e purificati 
mediants gradiente di Ficoll, erano coltivati alia concentrazione di 3 x 
1(f cellule per pozzetto in piastre da 96 in presenza del 50% di terreno 
derivato da una linea clie produce Papiovirus, descritta 
precedentemente {Chen et al., J. Immunol. 149:4060 (1992)1 P^^ due o 
tre settimane. Una decina di linee B erano ottenute per ciascun 
animale, espanse e congelate. Per il saggio di tossicita era utilizzato il 
kit Delfia Cytotoxicity Test (Wailac, Turku, Finland) che sfrutta il 
principio della ''time-resolved fluorescence" [Blomberg et al., J. 
Immunol. Methods 160:27-34 (1993); Blomberg et al., J. Immunol. 
Methods 168:267-273 (1994); Blomberg et al., J. Immunol. Methods 
193: 199-206 (1996)]. A tale scopo, le Bid erano coltivate alia 
concentrazione di 1 x 1(f cellule/200 fjl di terreno contenente il 10% di 
siero fetale bovino in assenza o in presenza della proteina Tat (4 /jg), 
per 12 a 37^* C. Le Bid, erano quindi lavate, risospese in 1 ml di terreno 
contenente il 10% di siero fetale bovino ed incubate per 15 min a 37'' C 
in presenza di 5 ^ di fluorescence enhancing ligand, fornito dal kit. 
Dope cinquo lavaggi, le cellule Bid erano risospese alia con c entrazione 
di 5 X lOVml, immediatamente centrifugate a 1800 rpm per prelevare il 
surnatante che successivamente serviva per determinare il valore di 
background. I PBMC (effettori) erano seminati (in doppio) alia 
concentrazione di 2.5 x 10* cellule/100 ^ in terreno contenente IL'2 ed 
opportunamente diluiti in piastre da 96 pozzetti a cui venivano aggiunti 5 
x1(f cellule bersaglio/IOQ ^ (coltivate in presenza o in assenza di Tat). 
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I rapporti cellule bersaglio/effettori erano 1:50, 1:25, 1: 12.5, 1:6,25, 1: 
3. 125. 1 PBMC a cui erano state aggiunte le cellule bersaglio (pulsate a 
non pulsate con il Tat) erano incubati per 2 ore a 37" C con: 1) 20 ^ di 
Triton a! 5% , per determinare il massin)o rilascio; 2) con 100 ^ di 
terreno, per determinare hiascio spontaneo; 3) 200 jJ del terreno della 
cellule bersaglio, per determinare il valore di background. Al termine 
deirincubazione, le piastre erano centrifugate, 20 jJ di ciascun 
supernatante erano trasferiti in una nuova piastre ed incubati per 20* 
con 200 pi di una soluzione contenente europio e fornita dal kit. I 
campioni erano letti al citofluorimetro (Victor, Wallac, Turku, Finland). 
Uattivit^ CTL specifica era valutata con la seguente formula: Rilascio 
specifico % - [(Media delle letture - Background) - (Rilascio spontaneo - 
Background)] / [(Rilascio massimale - Background) - (Rilascio 
spontaneo - Background)] x 100. II saggio era considerate positive 
quando la media delle differenze alia varie concentrazioni di effettori era 
superiore al 4%. 11 4% d un valore arbitrario stabilHo sulla base di saggi 
di controllo effettuati in precedenza. ND, non determinato. Le scimmia 
M2 era inoculate con la proteina Tat ricombinante (10 mg) risospesa in 

sottocutanea in un sito. La scimmia M3 d una scimmia di controllo non 
inoculate, 

* / linfociti erano isolati dai linfonodi periferici quando la scimmia M2 d 
state sacrificata. 

I risultati inoltre dimostrano la presenza di attivit^ antivirale sotubile 
mediata dai linfociti T CD8+ (CAF) alia 22', 2T e 37^ settimana. 
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valutata come la capacita dei supernatanti dei linfociti T CD8+ delle 
scimmie di inibire I'infezione acuta nelle cellule CEM x 174 infettate con 
j| virus chimerico SHIV 89.6P o di controllare la riattivazione 
deirinfezione cronica nelle cellule OM-10-1 cronicamente infettate d 
HIV-1 (Tabella 7). In generale si osserva un'attivita CAF maggiore nelle^ 
scimmie vaccinate rispetto al controllo. 



TABELLA 7 

Analisi della presenza di attiviti antivirale solubile mediata dalle cellule T CD8-^ 




N' scimmia 


Settimana daH'Inizio 


% di inibizione della replicazione 




deirimmunizzazione 


virale 






Infezione acuta 


Infezione 
cronica 


M1 


22 


89.5 


ND 




27 


62 


61J 




37 


ND 


ND 


M2 


22 


44 


ND 




27- 


54 


27 




37 


48 


53 


M3 


22 


24 


ND 




27 


37 


22 




37 


75 


23 



^Cellule mononucleate di sangue periferico (PBMC) erano isolate < 
mediante gradiente di Ficoll dalle scimmie immunizzate con 100^ (M1) \ 

i 
r 

e 10 fig (M2) di proteina Tat ricombinante e dalla scimmia di controllo [ 

(M3) non inoculate. Colture di linfociti T arricchite in cellule CD8+ erano 

isolate dai PBMC tramite ruso di biglie magnetiche adsorbite con un 

anticorpo anti-CDS (Dynabeads, Dynal, NooAfay), secondo le istruzioni 

della ditta. La purezza delle colture era controllata mediante analisi al 

FACS utilizzando un pannello di anticorpi diretti contro marcatori cellulo- 

specifici (CD3, CD4 e CDS). Le colture arrichite in linfociti CD8+ erano 
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seminate (in duplicato) a 5x10^ cellule/500 /// perpozzetto in piastre da 
48 pozzetti, precedentemente adsorbiti per 12 ore a 4"" C con un 
anticorpo monoclonale anti-CD3 (2.5 fig/ml, BioSource International, 
Camarillo, CA) e cresciute in terreno RPMI 1640, contenente il 10% di 
siero fetale bovino e IL-2 (20 U/ml). 250 /J di terreno erano raccoiti ogni 
3 giorni, per due settimane, e sostituiti con un uguale volume di terreno 
fresco. I supernatanti erano centrifugati, filtrati con filtri di 0.45 ^ e 
conservati a -80* C. / supernatanti del diversi prelievi, ad eccezione del 
primo prelievo, erano uniti e la presenza di attivitd antivirale era 
saggiata come la capacity dei supernatanti di inibire la replicazione 
virale in due sistemi, rispettivamente di infezione acuta e di infezione 
cronica. Per il sistema di infezione acuta d state utilizzata la linea di 
cellule CEM x 174, che derive dalla fusione della linea umana di cellule 
B 721.174 con la linea umana di cellule T CEM [Salter et ai, 
Immunogenetics 21:235 (1985)1 cellule (2 x 1(f) erano incubate in 
tubi di polipropilene in presenza o assenza di 200 fJ dei supernatanti, 
raccoiti come appena descritto, per 2 ore a 37'' C, e quindi infettate con 
500 TOD 50 del virus chimerico SHIV 89. 6P per 2 ore a 37"" C. Le cellule 
vrano la\/at^ 3 i/o/fe uun Ik^iienu ftk^suu, bseminate alia cancentrazione di 
2x10* cellule per pozzetto, in piastre da 96 pozzetti, ed incubate, in un 
volume finale di 200 /z/, in assenza (cellule non trattate) o in presenza 
(cellule trattate) di diverse quantity (50 5 0.5 ///) di terreno di 
coltura dei linfociti T C08+ delle scimmie vaccinate o della scimmia di 
controllo. Ogni tre giorni dopo Hnfezione aliquote dei terreni di coltura 
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erano prelevati e sostituiti con an uguafe volume di terreno completo a 
cui era aggiunto il supernatante derivato dai linfociti CD8+ delle scimmie 
vaccinate. I hsultati riportati in tabella sono relativi al giorno 7 dope 
llnfezione e sono espressi come percentuale (%) di inibizione delta 
replicazione virale nelle cellule trattate con i supernatanti dei linfociti 
CD8+ dehvati dalle scimmie vaccinate hspetto alle cellule non trattate. 
Per analizzare la replicazione virale si determinavano i valori di RT, 
come descritto [Goletti et aL, J. Virol. 69:2540 (1995)], o di p27 Gag con 
saggi ELISA nei terreni raccoiti ai diversi tempi. Per il sistema di 
infezione cronica si utilizzava la linea OM-10'1 [Butera et al., J. ViroL 
65:4645 (1991); Butera et al., J. ViroL 68:2726 (1994)1 che d una linea 
umana di linfociti T cronicamente infettata con HIV-1. A tale scope le 
cellule erano seminate (in doppio) alia concentrazione di 5 x 10* 
cellule/200 /// per pozzetto, in piastre da 96 pozzetti, in presenza di 
anticorpi anti-TNFfi (40 fig/ml), in assenza o in presenza di diversi 
volumi (50 ^, 5 M 0.5 jul) di supernatante derivato dai linfociti CD8+ 
delle scimmie vaccinate o di controllo. Le cellule erano attivate con 
I'aggiuntadi PMA (10^ M), Aliquote dei terreni di coltura erano raccolte 
il giorno succ e esivo alia a ttivazion e per determinare i livelli di 
espressione virale, che era analizzata ricercando la presenza di RT o 
p24 Gag con saggi ELISA. I risultati sono espressi come % di inibizione 
delta riattivazione delllnfezione nelle cellule trattate rispetto alle cellule 
non trattate, I risultati degli esperimenti di infezione acuta e cronica 
riportati nella tabella sono relativi ai campioni trattati con 5 /J di 
supernatante dei linfociti CDS-^. ND: non determinate. 
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Per quelio che riguarda la valutazione della ipersensibilitS di tipo 
ritardato (DTH. risposta di tipo Th1) valutata mediante skin lest, sia le 
scimmie vaccinate (M1 e M2) che quella di controllo (M3) sono risultate 
negative (Tabella 8). 



TABELLA 8 

Skin-test al Taf 



Settimane 
dopo rimmunizzazione 


Scimmie 




Ml M2 M3 


10 








15 








22 . 








27 








32 








37 









^Tat (1 e5 mg) in 150 ml di PBS-0, 1% BSA od il suo tampone venivano 
inoculati per via intradermica in un'area tricotomizzata del dorso degli 
animali vaccinati e nella scimmia di controllo (controllo di specificity 
della risposta) alia 10^, 15?, 22^, 27^, 32^ e 37^ settimana dopo il primo 
inoculo vaccinate, Le scimmie Ml e M2 erano inoculate con la proteina 
Tat ricombinante (100 mg o 10 mg, rispettivamente) risospesa in 250 
ml di siero autologo e 250 ml di RIBI, ed inoculata per via sottocutanea 
in an sito. La scimmia M3 d una scimmia di controllo non inoculata. La 



comparsa di un nodulo eritematoso dopo 48 - 72 ore indicava la 
presenza di ipersensibilita' di tipo ritardato (DTH): ++ > 5 mm; 0 ^ 
1-4 mm; +A eritema senza indurimento; 0<1 mm". 
Postilla 54: Pagina 45 della desaizione: Riga 14: dopo la paroia 
"mediata" inserire "con effetti antivirali.". 
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Postilla 55: Pagina 45 della descrizione: Riga 15: sostituire "2" con 

"M2". 

Postilla 56: Pagina 45 della descrizione: Riga 18: radiare da "In tin 
esperimento..." a "indotta da° e inserire "Sulla base di questi risulta^ef 

Y 

State disegnato il secondo esperimento in cui abbiamo valutato I'effet 
deH'immunizzazione indotta da 10 jag di 
Postilla 57: Pagina 45 della descrizione: Riga 21: sostituire "1-3" con 
Ml -3". 

Postilla 58: Pagina 45 della descrizione: Riga 23: sostituire "4-6" 
con "M4^^ 

Postilla 59: Pagina 45 della descrizione: Ultima Riga: sostituire "7" 
con "M7", 

Postilla 60: Pagina 46 della descrizione: Riga 1: sostituire "8" con 
"M8" e dope la parola "autologo" aggiungere: "(controllo)". 
Postilla 61: Pagina 46 della descrizione: Riga 5: dopo "11" radiare da 
"e 15 settimane...." fino a "eseerimento pilota.". e inserire: "15, 21, 28 e 
32 settimane. Alia 36^ settimana le scimmie M1-M6 ricevevano I'ultimo 
richiamo con la proteina Tat ricombinante (15 mg) risospesa in 200 lal 
di Iscom (immune stimulating complex) e 300 |il di PBS. L'Iscom e un 
adiuvante composto dalla saponina Quil A, colesterolo e fosfolipidi in 
grado di incrementare la risposta umorale e cellulare [Morein et al., 
AIDS Res. Hum, Retrov. 10:S109 (1994); LSvgren et al., Vaccine 
14:753 (1996)]. Le scimmie M7 e M8 erano inoculate agli stessi tempi 
solo con gli adiuvanti. Negli stessi giorni deirinoculazione 
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dell'immunogeno e alia 40^ 44" e 50" settimana. venivano prelevati 
campioni di 10 ml di sangue per eseguire gli esami descritti nel primo 
esperimento pilota. Inoltre, venivano prelevati campioni di urine ed 
eseguiti tamponi vaginal! per determinare la presenza di IgA secretorie 
specifiche. Per valutare Teffetto protettivo della vaccinazione § stato 
effettuato I! challenge delle scimmie, vaccinate e di controllo, alia 50" 
settimana dairinizio dell'immunizzazione, mediante inoculazione per 
via endovenosa di 10 MID50 (50% monkey infectious dose) di "simian- 
human immunodeficiency virus" (SHIV), ceppo 89.6P e contenente il 
gene tat di HIV cresciuto e titolato in Macaca fascicularis [Reimann et 
al., J. Virol. 70: 3198 (1996); Reimann et al,. J. Virol. 70: 6922 (1996); 
Karlsson et al., J, Virol. 71: 4218 (1997)]. II monitoraggio post- 
challenge (ogni 2 settimane a partire dal giorno del challenge per il 
primo mese, ogni 4 settimane per i success! vi 3 mesi, ed ogni 8 
settimane fino a 6-12 mesi dal challenge) include anche I'analisi di 
parametri virologici quali la determinazione del valori plasmatic! di p27 
ed il carico virale nel plasma e nelle cellule. Per confermare Tavvenuta 
esposizione al virus e stata effettuata la ricerca degli anticorpi anti-SIV 
mediante kit commerciale per il rilevamento degli anticorpi anti-HIV-2 
che riconosce anche anticorpi anti-SIV (Elavia Ac-Ab-Ak II kit, 
Diagnostic Pasteur, Paris, France).". 

Postiila 62: Pagina 46 della descrizione: Riga 19: dopo la parola 
"disponibili" radiare: "e relativi alia 15a settimana daH'inizio della 
vaccinazione,". 
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Postilia 63: Pagina 47 della descrizione: Riga 2: dopo "da** radiare 
"1:12.800 a titoli maggiori di 1:50.000 (figure 4-6). Inoltre" e inserire 
"1:6.400 a 1:25.600 (figure 5-7). Tali anticorpi erano diretti 
principalmente contro la regione amino terminale (aa 1-20) di Tat, con 
titoli compresi tra 1:1600 a 1:3200 (figura 8) come evidenziato alia 22a 
settimana. Erano evidenziati anche anticorpi diretti contro la regione 
compresa tra gli aa 46-60 di Tat, con titoli compresi tra 1:100 e 1:200 
(figura 8). 

Postilia 64: Pagina 47 della descrizione: Riga 5: dopo le parole 
"trattate con" radiare da "la proteina Tat esogena fino a Riga 7 di 
Pagina 55 della descrizione e inserire "diverse quantita della proteina 
Tat esogena, come precedentemente descritto per il prime esperimento 
pilota. Tali saggi hanno dimostrato che i sieri delle scimmie Ml -6 
(immuni) diluiti 1:2, ottenuti alia 15^ settimana da! primo inoculo, erano 
in grade di bloccare la replicazione virale indotta da 30 ng/ml di Tat 
esogeno, misurata tramite detenninazione dell'antigene p24 nel terrene 
di crescita delle cellule, mentre il siero delle stesse scimmie al tempo 0 
(preimmune) o i controlli negativi non avevano attivita bloccante verso 
il I at [labeiia yj. inoltre, I sien delle scimmie Ml -6, diluiti 1:2, ottenuti 
alia 21^ settimana. erano in grade di bloccare la replicazione virale 
indotta da 60 ng/mi, 120 ng/ml, 240 ng/ml e 500 ng/ml di Tat esogeno. 
In particolare. erano ancora in grade di ridurre di circa 10 volte la 
replicazione virale indotta da dosi molto elevate di Tat (240 ng/ml e 500 
ng/ml) (Tabella 9). 
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TABELLA9 



Attivit^ neutralizzante dei sieri sul "rescue" deirinfezione virale indotta da Tat 
extracellulare^ 



o 



uampioni 


iniDizione (vo) 


1 at (ou ng/mi)+ oiero preimmune Ml 


0 


1 at (ou ng/nrn)+ oiero preimmune M2 


n 
0 


1 at (ou ng/mi;+ oiero preimmune mo 


n 
0 


1 at (ou ng/mi)+ oiero preimmune m4 


n 
0 


1 ai {cu ng/mij+ oiero preimmune mo 


U 


1 at (ou ng/mij+ otero preimmune Mb 


n 
U 


1 at (ou ng/mi)+ oiero immune Mi (weeK lo) 




1 at (ou ng/mi)+ oiero immune M2 {week ibj 




\ at (ou ng/mi)+ oiero immune Mo (week i o) 


100 


Tat (30 ng/ml)+ Siero immune M4 (week 15) 


100 


Tat (30 ng/ml)+ Siero immune Mo (week 15) 


70,8 


Tat (30 ng/ml)+ Siero immune M6 (week 15) 


n jfl n 

94,2 


Tat (60 ng/ml)+ Siero preimmune M1 


0 


Tat (60 ng/m!)+ oiero preimmune M2 


0 


Tat (60 ng/ml)+ Siero preimmune M3 


0 


Tat (60 ng/ml)+ Siero preimmune M4 


0 


Tat (60 ng/ml)+ Siero preimmune M5 


0 


Tat (60 ngyml)+ Siero preimmune M6 


0 


Tat (60 ngyml)+ Siero immune M1 (week 21 ) 


96,3 


Tat (60 ng/ml)+ Siero immune M2 (week 21) 


100 


Tat (60 ng/ml)+ Siero immune MS (week 21) 


100 


Tat (60 ng/mi)+ Siero immune M4 (week 21 ) 


98,7 


Tat (60 ng/ml)+ Siero immune M5 (week 21 ) 


99 


Tat (60 ng/ml)+ Siero immune MB (week 21) 


) 98,8 


Tat (120 ng/ml)+ Pool sieri preimmuni Ml -6 


0 


Tat (120 ng/ml)+ Siero immune M1 (week 
21) 


59,2 


Tat (120 ng/ml)+ Siero immune M2 (week 
21) 


90,4 


Tat (120 ng/ml)+ Siero immune M3 (week 
■2t) 


96^8 


Tat (120 ng/ml)+ Siero immune M4 (week 
21) 


98,3 


Tat (120 ng/ml)+ Siero immune M5 {week 
21) 


100 


Tat (120 ng/ml)+ Siero immune M6 (week 
21) 


97^8 


Tat (240 ng/ml)+ Pool sieri preimmuni Ml -6 


0 


Tat (240 ng/ml)+ Siero immune Ml (week 
21) 


26,1 


Tat (240 ng/ml)+ Siero immune M2 (week 
21) 


49,4 
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Tat (240 ng/ml)+ Siero immune M3 (week 
21) 



Tat (240 ng/ml)+ Siero immune M4 (week 
211 



Tat (240 ng/ml)+ Siero immune M5 (week 
21J 



Tat (240 ng/ml)+ Siero immune M6 (week 
21i 



Tat (500 ng/ml)+ Pool sieri preimmuni Ml-S 



Tat (500 ng/ml)+ Siero immune M1 (week 
21) 



Tat (500 ng/ml)+ Siero immune M2 (week 
211 



Tat (500 ng/ml)+ Siero immune M3 (week 
211 



Tat (500 ng/ml)+ Siero immune M4 (week 



Tat (500 ng/ml)+ Siero immune M5 (week 
21) 


72 


Tat (500 ng/ml)+ Siero immune M6 (week 
21) 


71,8 




94^5 



86 



32,7 



38,9 



57,5 



89,4 



"Uattivit^ neutralizzante degli anticorpi anti-Tat d stata determinata in 
cellule HLM'1, come descritto nella Tabella 4. La proteina Tat 
hcombinante (30 ng/ml, 60 ng/ml, 120 ng/ml, 240 ng/ml e 500 ng/ml) 
era aggiunta da sola o in presenza di un ugual volume di siero delle 
scimmie prelevati al tempo 0 (sieri preimmuni) o alia Iff e 21^ 
Hettimana (sieri immuni). Le scimmie M1-3 erano inoculate con 10 mg 
di Tat ricombinante risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml di 
RIDI; le scimmi e M A S erano inoculat e con 10 mg di Tat rimmhinante 



risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml di Alum; due scimmie di 
controllo erano inoculate con RIBI ( 250 ml e 250 ml di siero autologo) 
(M7) o con Alum ( 250 ml e 250 ml di siero autologo) (M8), I risultati 
sono espressi come descritto nella Tabella 4. 
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L'attivit^ neutralizzante il Tat. rilasciato durante I'infezione, da parte dei 
sieri delle scimmie vehiva saggiata in cellule CEM x 174 infettate con il 
virus chimerico SHIV 89.6P. I risultati indicano che al T giomo dopo 
Tinfezione il virus replicava nel 50% delle cellule di controllo infettate e 
coltivate in presenza dei sieri prelmmuni delle scimmie M1-6, mentre 
non si osservava replicazione virale nelle cellule infettate e cresciute in 
presenza dei sieri immuni prelevati alia 44' settimana (Tabella 10). 
TABELLA10 



iAtf/Vtfa neutralizzante dei sieri sulfa propagazione deinnfezione virale^ 



Campione 


SHIV p27 (pg/ml) 


SHIV + Siero preimmune M1 


Neg 


SHIV + Siero preimmune M2 


Neg' 


SHIV + Siero preimmune M3 


1,080 


SHIV + Siero preimmune M4 


0,602 


SHIV + Siero preimmune M5 


1,169 


SHIV + Siero preimmune M6 


Neg 


SHIV + Siero immune Ml 


Neg 


SHIV + Siero immune M2 


Neg 


SHIV + Siero immune M3 


Neg 


SHIV + Siero immune M4 


Neg 


SHIV + Siero immune M5 


Neg 


SHIV + Siero immune M6 


Neg 



'Cellule CEM x 174 (3 x 10^ cellule/150 ^) in piastre da 96 pozzetti 



erano infettate con il virus chimerico SHIV 89, 6P (5 x ICf^ 
TCID50/cellula) per 2 ore a 37'' C in RPMI 1640 contenente il 10% di 
siero fetale bovino. Le cellule venivano lavate 2 volte con RPMI 1640 e 
risospese in 150 fJ di terrene complete a cui veniva aggiunto if 5% di 
siero prelevato al tempo 0 (preimmune) o alia 44" settimana (immune) 
delle scimmie vaccinate con la proteina Tat (10 fjg) e RIBI (M1-3) o 
Alum (M4'6), I plasmi erano stati precedentemente scomplementati a 
56" C per 30' e analizzati mediante EUSA per controllare H titolo degli 
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anticorpi anti-Tat Ogni siero era saggiato in doppio, Nei giorni 3, 5e 7 
successivi aH'infezione venivano prelevati 120 fj di terreno che era 
sostituito con an uguale volume di terreno fresco a cui veniva aggiunto 
ogni volta il 5% di siero preimmune o immune delle scimmie Ml-S, La 
capacity dei sieri di neutralizzare H Tat extracellufare, rilasciato durante 
I'infezione, e la propagazione delHnfezione in vitro era valutata 
ricercando la presenza di virus nei terreni di coltura mediante saggi 
EUSA per I'antigene p27 Gag (Coulter International, Miami, FL). I 
risultati, rappresentati come valori di p27 (pg/ml), corrispondono alia 
media dei valori ottenuti da due pozzetO per dascun campione al giomo 
7 dopo I'infezione. 



Era inoltre evidente una risposta proliferativa specifica al Tat a partire 

dainr settimana (Tabella 11). 

TABELLA11 







Stimolo 


Settimane dall'lnizio delta immunizzazione 






scimm 
a 












0 


11 


15 


21 


28 


32 


36 


40 


44 


50, 


M1 


PHA 
TT 
Tat 


16,96 
11.69 
1.12 


10,50 
1.96 
1.55 


15,27 

3,01 

0,52 


33,8 
1,2 
1,7 


7,2 
1,2 
0,8 


51,5 
1,3 
0^ 


64,3 
0,93 
0,6 


36,0S 

o.J- 


24 
10,05 


65,7 

7,2 

4/ 




M2 


PHA 
TT 
Tat 


31.27 
1,12 
1,08 


25,75 
1.8 
3.65 


21.28 
0.57 
6,22 


87,1 
1,7 
14,14 


25,7 
1,15 
3,5 


56 
1,6 
1,8 


38,2 
4,95 
4,1 


40,3 

V 

1.9 


29.03 
>.6T 


26 
2.9 
13.2 




M3 


PHA 
TT 
Tat 


22.42 
11,43 
1,65 


7.89 
0.95 
2.69 


16.88 

1.71 

18.82 


36,3 
1^25 
23,51 


146^5 


42 

1.1 
0,9 


78.9 
1 

1.3 


27 
1 

0.5 


53.71 
1.81 

i9;e5 


ND 
ND 
ND 
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M4 


PHA 


3,88 


20.77 


15,22 


83,7 


18,6 


35 


38,2 


45,2 


57,47 


15,8 




TT 


2,86 


4,49 


9.07 


6,9 


15.8 


3,7 


3,8 


: 5 




6,6 




Tat 


1,29 


3.01 


3.24 


7,9 


10,1 


2,6 


1^ 


3,9 




4,7 


MS 


PHA 


6,25 


5.74 


16.74 


72,2 


7,45 


41 


56,5 


32,9 


33,85 


12 




TT 


2,31 


1.07 


4.84 


3,9 


0,9 


0,83 


1,4 


1.24 


10,22. 


1,95 




Tat 


1.80 


0.66 


1.76 


3,6 


2,22 


0,8 


1,14 


1,3 




1,4 


•M6 


PHA 


11,96 


17,94 


2.77 


29.4 


7,3 


25 


8,3 


6,85 


18,0> 


5,2 




TT 


4,14 


1.71 


0.13 


1,7 


10,34 




1,8 


1,1 




0,9 




Tat 


1,37 


1.06 


0.11 


2,95 


9,3 


1,13 


1.3 


1 




0,3 


M7 


PHA 


21,65 


20,30 


37.93 


17,6 


17,9 


75 


12.9 


34,8 


41^81 


27,5 




TT 


0.97 


0.80 


0.88 


1 


0,6 


1,04 


0.6 


0,4 




1.1 




Tat 


1.78 


0.68 


0.73 


1 


0,42 


0,9 


0.5 


0,8 


1,n 


0,4 


M8 


PHA 


26,51 


67,09 


16.38 


14,9 


17,2 


28^2 


18,95 


20,6 


28.61 


13,6 




TT 


1.20 


10,78 


0.20 


1,6 


0,62 


0,8 




0,9 


111 


^1 




Tat 


1,12 


0.00 


0,21 


1,03 


0,57 


0,6 


0,S 


0,9 


1,(14- 


1 



^Unfoati di sangue pehferico venivano isolate stimolati con PHA (4 



mg/ml), il tossoide tetanico (TT) (10mg/ml) e Tat (1 o 5 mg/ml) e 
saggiati come descritto in Tabella 5. Le scimmie M1'3 erano inoculate 



con 10 mg di pnDteina Tat ricombinante risospesa in 250 ml di s/ero 
autologo e 250 ml di RIBI; le scimmie M4-8 erano inoculate con 10 mg 
diproteina Tat ricombinante risospesa in 250 ml di s/ero autologo e 250 
ml di Alum: due scimmie di controllo venivano inoculate con RIBI (250 
ml e 250 ml di s/ero autologo) (M7) e con Alum ( 250 mi e zou mi ai 
siero autologo) (Md). ND, non determinate. 

Una forte risposta di linfociti T citotossici (CTL) era evidente in una 
scimmia immunizzata con la proteina Tat e RIBI (1711) e in due scimmie 
vaccinate con la proteina Tat e Alum (M4 e M5), mentre una risposta 
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CTL piu debole era evidente nella scimmia M6 inoculata con Tat e 
Alum (figura 9 e Tabella 1 2). 
TABELLA 12 




IN 

Qpimmia 

Vjl^ll I 11 1 MCI 


ociiii 1 icif ici 


, 

Rapporto bersaglio/effettore \ 








1 •'50 








13 125 


MpHia 




Ml 


28 




4,7 


4,1 


7,9 


5,3 


5,5 


+ 




36 


ND 


14,4 


8,8 


4,9 


6,7 


8,7 


+ 


M2 


28 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 




36 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


M3 


28 


0 


0 


0 


0 


0 


0 






36 


ND 


0 


0,6 


0,5 


2,0 


0,7 




M4 


28 


0 


0 


1,1 


1,1 


2,6 


0.9 






36 


ND 


2,7 


8,3 


15 


1,9 


6,9 


+ 


M5 


28 


4.9 


3,9 


4,7 


5,5 


1.7 


4,1 


+ 




36 


0 


1 


0 


0 


0 


0,2 




M6 


28 


0 


2,6 


1,1 


7,2 


7,2 


3,6 


+/- 




36 


ND 


0 


0 


0 


0 


0 




M7 


36 


0 


0 


0 


0 


0 


0 




m 


36 


0 


0 


0 


0 


0 


0 





*// saggio era eseguito come deschtto nella Tabella 6. Le scimmie MU3 
erano inoculate con 10 mg di proteina Tat ricombinante risospesa in 
250 ml di siero autologo e 250 ml di RIBI; le scimmie M4'6 erano 
inoculate con 10 mg di proteina Tat ricombinante risospesa in 250 ml di 
siero autologo e 250 ml di Alum; due scimmie di controllo venivano 
inoculate con RIBI (250 ml e 250 ml di siero autologo) (M7) e con Alum 
(250 ml e 250 ml di siero autologo) (M8). ND, non determinate. 

Era osservata la presenza di attivita antivirale totale (TAA) alia 44a 
settimana, valutata come la capacita dei PBMC delle scimmie 
vaccinate con la proteina Tat, coltivati in presenza di siero autologo, di 
resistere all'infezione con il virus chimerico SHIV 89.6P (Tabella 13). 
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TABELLA13 

Analisi della presenza di attivitd antivirale totale (TAA)' 



N** Scimmia 


•Giorni dopo rinfezione 




7 


17 




Dose infettante minima 
(TCIDSO/cellula) 


Dose infettante minima 
(TCIDSO/cellula) 


M1 


10-^ 


10-^ 


M2 


10"* 


10-^ 


M3 


10"* 


10-^ 


M4 


10-=' 


10- 


M5 


10-^ 


10-^ 


M6 


10-5 


10-^ 


M7 


10-^ 


10' 


M8 


10-^ 


10'^ 



w */ PBMC erano prelevati alia settimana 44 dalle scimmie vaccinate con 
la proteina Tat ricombinante (10 f/g) in presenza deiradiuvante RIBI 
(MU3) o Alum (M4-6) e dalle scimmie di controllo inoculate con RIBI 
(M7) o Alum (M8). I PBMC, purificati mediante gradiente di Ficoll e 
seminati in triplicato alia concentrazione di 5 x 1(f/200 jJ per pozzetto in 
piastre da 48 pozzetti, erano cresciuti in RPMI 1640 contenente il 10% 
di siero fetale bovino e il 5% di siero autologo scomplementati, in 
presenza di un anticorpo monoclonale anthCD3 (5 ng/ml) ed lL-2 

^ (2U/mll per 48-72 ore a 37" C. Le cellule erano quindi infettate con 
diverse dosi del virus chimerico SHIV 89.6P (ia\ 1(J^, ICf"^ e 10'^ 

T CID50/celtula) pet 2 u;tj a 37" C, /dvdfb? 3 volte con PBG - A o 

risospese in 50% di terreno condizionato e 50% di terrene fresco alia 
concentrazione di 5 x10^/ml/pozzetto. Nei giorni 3, 7, 10, 14 e 17 dopo 
rinfezione, aliquote dei terreni di coltura erano prelevate per la 
valutazione della replicazione virale e sostituite con uguali volumi di 
terreno fresco. La replicazione virale era valutata ricercando nel terreno 



di coltura I'antigene p27 Gag di SIV tramite saggio ELISA (Coulter 
International, Miami, FL). I risultati sono relativi ai giorni 7 e 17 dopo 
rinfezione e sono riportati come la dose minima di SHIV 
(TCIDSO/cellula) con cui i le cellule sono state infettate. 
I risultati dimostrano la presenza di attivita antivirale solubile mediata 
dai linfociti T CD8+ (CAF) (Tabella 14). In genere si osserva un 
incremento maggiore dell'attivita CAF nelle scimmie vaccinate rispetto 
ai controlli. 



TABELLA 14 

Analisi della presenza di attivita antivirale solubile mediata dalle cellule 
T CDS* (CAF)' 



N" scimmia 


Settimane dopo 
rinizio delta 
vaccinazione 


% di inibizione della replicazione vlraie 






Infezione acuta 


Infezione cronica 


M1 


0 


8 


30 




32 


53 


53 


M2 


0 


36 


0 




32 


60 


27 


M3 


0 


0 


37 




32 


55 


29 


M4 


0 


45 


0 




32 


85 


66 


M5 


0 


41 


0 




32 


ND 


ND 


M6 


0 


49 


18 




32 


34 


41.4 


M7 


0 


39 


39 




32 


71 


44 


M8 


0 


37 


0 




32 


76 


26,8 



Analisi della presenza di attivitci antivirale solubile mediata dalle cellule 



T CD8+ (CAF) delle scimmie immunizzate con la proteina Tat (10 /jg) in 
presenza dell'adiuvante RIBI (M1-3) o Alum (M4'6), e delle scimmie di 
controllo inoculate con RIBI (M7) o Alum (M8). Uinfezione acuta era 
saggiata nelle cellule CEM x 174 infettate con lo SHIV Q9.6P. 
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L'esecuzione del saggio era condotta come descritto netia Tabella 7 e i 
risultati sono relativi al giorno 7 dopo rinfezione. La presenza di attivita 
CAF sull'infezione cronioa era saggiata nella linea cellulare U1 [Folks et 
al. Science 238:800 (1987)1 che d ur)a linea umana promonocitica 
cronicamente infettata con HIV-1. Le cellule U1, seminate alia 
concentrazione di 1 x 10* cellule/200 fJ per pozzetto in piastre da 96 
pozzetti, erano incubate con PMA (1(J^ M) per indurre la riattivazione 
deirinfezione di HIV-I, in assenza o in presenza di diversi volumi (50 ^, 
5 0.5 ^) del terrene di coltura dei linfociti T CD8-^ delle scimmie 
vaccinate o delle scimmie di controllo. Tre giorni dopo I'induzione, la 
presenza di HIV-I era ricercata nel terrene di coltura mediante la 
determinazione dei valori di RT virale o p24 Gag, I risultati sono 
riporatati come % di inibizione della replicazione virale nelle cellule 
trattate con i supernatanti dei linfociti CD8+ rispetto alle cellule non 
trattate. I risultati degli esperimenti di infezione acuta e cronica riportati 
nella tabella sono relativi ai campioni trattati con 5 ^ di supernatante 
dei linfociti CD8^. 

Era analizzata la produzione ,di citochine (ylFN, IL-4, tNFa) e della 
cnemochina kanies da parte dei KbMU aeiie scimmie vaccinate con la 
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'Analisi della produzione di citochine e chemochine a 48 e 96 ore di 
coltura (48/96) da parte di PBMC delle scimmie vaccinate con 10 mg di 
proteina Tat ricombinante con radiuvante RIBI (Ml-S) o Alum (M4'6). 
Le scimmie di controllo (M7 ed 8) erano state inoculate solo con 
radiuvante RIBI o Alum, rispettivamente. I PBMC, prelevati alia 
settimana 44 dalVinizio deWimmunizzazione e purificati mediante 
gradiente di Ficoll, erano seminati alia concentrazione di 1 x 1(f 
cellule/ml per pozzetto in piastre da 24 pozzetti e cresciuti, in RPMI 
1640 contenente if 10% di s/ero fetale bovino, non stimolati (controllo), 
per valutare il rilascio spontaneo di citochine o chemochine, oppure 
stimolati con PHA (2 ^ml), il tossoide del tetano (TT, 5 psg/ml) oTat (1 
0 5 ^ml). Aliquote dei terreni di coltura erano raccolte 48 e 96 ore 
dope la stimolazione per la determinazione della presenza di citochine e 
chemochine, che veniva eseguita utilizzando kits ELISA commerciali 
della ditta BioSource International (Camarillo, CA, USA) per la 
determinazione delle citochine, e della Ditta R&D Systems (Abingdon, 
Oxon, UK) per la quantiftcazione di Rantes. I hsultati sono riportati come 
valori (pg/ml) delle citochine o di Rantes a 48 e 96 ore (48/96), 
rispettivamente. I valori di cut off erano (pg/ml): ylFN, 31,2; IL-4, 3,12; 
TNFa, 15,6; Rantes, 62.5. (-), i valori erano inferiori ai rispettjvi valon at 
cut off. nd, non determinate, 

Inoltre, alia 15^ settimana 5 scimmie inoculate con la proteina 
ricombinante (scimmie M2-6) reagivano alio skin test con Tat, con una 
forte reazione di ipersensibilit^ ritardata (Tabella 16 e figura 10). Nelle 
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scimmie 4 e 5 la reazione alio "skin-test" diventava ancxjra piu evidente 
nelle settimane successive (Tabella 16). 



TABELLA 16 
Skin-test al Tat' 



Settimane dall'inizio dell'immunizzazione 


N" scimmia 


11 


15 


21 


28 


32 


36 


44 


Ml 
















M2 




+ 


+ 


+/- 


+/- 


+ 


+/- 


M3 


+/- 


+ 


+/- 


+/- 








M4 




+ 


++ 


++ 


++ 


++ 


++ 


M5 


+/- 


+ 


++ 


+ 


++ 


++ 


+ 


M6 




+ 


+/- 


+/- 








M7 


ND 


NO 


NO 


ND 


NO 


ND 


NO 


M8 


ND 


ND 


NO 


ND 


NO 


ND 


NO 



^Tat (1 e5 mg) in 150 ml di PBS-0. 1% BSA od il suo tampone venivano 
inoculati per via intradermica in un'area tricotomizzata del dorso degli 
animali vaccinati ma non net controlli (ND, non determinato) airi1^, 
15^, 21^, 28^, 32^, 36^ e 44^ seWmana dopo il prima inoculo vaccinale. 
Le scimmie M1-3 erano inoculate con 10 mg di proteina Tat 
ricombinante risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml di RIBI; le 
scimmie M4-6 erano inoculate con 10 mg di proteina Tat ricombinante 
risospesa in 250 ml di siero autologo e 250 ml di Alum; due scimmie di 
cx^ntrollo venivano inoculate con RIBI (250 ml e 250 ml di siero 



autologo) (M7) e con Alum ( 250 ml e 250 ml di siero aululogo) (MU)r 



La comparsa di un nodulo eritematoso dopo 48 - 72 ore indicava la 
presenza di ipersensibilita' di tipo ritardato (DTH): ++,0 > 5 mm; + 0> 
1-4 mm; +/-, eritema senza indurimer)to; 0<1 mm. 
I risuitati post-challenge indicano che 4 su 6 (67%) degli animali 
vaccinati erano protetti dallMnfezione con 10 MID50 di SHIV89.6P, 



43 



come indicato dat risullati dei tests virologici (Tabella 17). In 
particolare, nel plasma delle scimmie M1,M2, M4 e M6 non era 
rilevabite la presenza dell'antigene virale p27 Gag, nelle cellule di tali 
scimmie non era evidenziabile, mediante metodica di PGR, DNA 
provirale e la citoviremia era anche negativa. Le altre due scimmie 
vaccinate (M3 e M5) risultavano invece infette, come evidenziabile 
dalla presenza di p27 nel plasma e di DNA provirale nelle cellule e dal 
dato di citoviremia (Tabella 17). Entrambi i controlli (M7 ed M8) 
risultavano infetti sulla base degli stessi parametri virologici. A riprova 
della infettivita' della carica virale utilizzata per il challenge un'ulteriore 
scimmia naive (Ml 3) e stata inclusa fra i controlli ed inoculata con 2.85 
MID50 di SHI\/89.6P (3.5 volte inferiore alia dose usata per il challenge 
delle scimmie in protocollo) ed 6 risultata infetta. Per confermare 
I'awenuta esposizione al virus e' stata inclusa la determinazione, gid 
descritta in questo Esempio, degli anticorpi contro antigeni di SIV 
present! nel virus chimerico SHIV89.6P (Gag, Pol. RT, Nef). La 
presenza di questi anticorpi nelle scimmie risultate negative agli esami 
virologici conferma Tawenuta esposizione al virus, o I'infezione 
abortiva del vinjs usato per rinoculo. Per le scimmie con bassi titoli 
anticorpali anti-SIV sara valutata la produzione in vitro di IgG 
specifiche per il vinjs (IVAP) [Zamarchi et al., AIDS Res. Human 
Retrov. 9:1139 (1993); Fiore et al.. AIDS 5:1034 (1991)] con la 
seguente metodica. Due milioni di PBMC vengono seminati in un 
pozzetto di una piastra da coltura da 24 pozzetti e stimolati con 2 
mg/ml di fitolacca gmericana (PWM, Sigma, St. Louis, USA). Dopo 7 
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giorni di incubazione (a 37* C, con il 5% di CO2, ed il 95% di umidita) 
sarS raccolto il supernatante per la determinazione degli anticorpi anti- 
SIV con la stessa metodica gia riportata in questo Esempio. Ove 
necessario verranno effettuati tests di proliferazione linfocitaria in 
risposta ad antigeni di SIV analogamente a quanto fatto per il Tat di 
HIV-I, come riportato in questo Esempio. 
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TABELLA17 



Ahalisi dei parametri virologici 



N* scimmia 


Giomi dopo il challenge con rl virus SHIV 89. P 




15 


30 




p27* 
(pg/ml) 


DMA PCR 
(copie/ ng)" 


CItovifemia*^ 


IgG antt-SIV*' 


P27 

(pg/mi) 


DNA PCR 
(copie/ Jig) 


citoviren|i( 
a 


IgG anti-StV 


M1 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


M2 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


M3 


73,3 


855 


707.3 


Neg 


26.22 


959 


74.95 


Neg 


M4 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


M5 


964 


1147 


>2818,3 


Neg 


20.8 


>10*' 


78 


1:2 


M6 


<20 


<1 


Neg 


1:8 


<20 


<1 


Neg 


1:8 


M7 


287.8 


838 


707.9 


>1:50 


65.2 


858 


354,8 


>1:50 


m 


106,7 


376 


707,9 


1:2 


<20 


311 


44,6 


1:5 


M13 


1876 






ND 


<20 




ND 


1:1600 



Analisi dei parametri virologici dopo challenge delle scimmie vaccinate 



con 10 mg di proteina Tat ricombinante con radiuvante RIBI (M1-3) o 
Alum (M4'6). Le scimmie di controllo (M7 ed 8) erano state inoculate 
solo con I'adiuvante RIBI o Alum, rispettivamente. La scimmia Ml 3 era 
un animate naive infettato con 2.85 MID50 di SHIV89.6P. 
'Lantigenemia plasmatica era determinate ricercando rantigene p27 
Gag di SHIV tramite ELISA (Innogenetics, Belgio) ed d espressa come 
valori di p27 (pg/ml). Neg, il valore era inferiore al valore di cut off (18 
pg/ml). 

^11 DNA era estratto dal sangue intero utilizzando il kit QIAamp blood 
(Angiogen Gmbh and Qiagen Inc., Hilden, Germany). La quality del 
' / Wi^ Pf'il ruutw iMr\ f^mplifirnndo mr? PCR il gene della 0-globina come 
descritto [Saiki et ai, Science 230:1350 (1985)1 La presenza del DNA 
provirate era ricercata mediante PCR semiquantitativa su 1 ^g di DNA 
utilizzando i primers SG1096Ngag (nucleotidi 1096-1 119 del genoma di 
^IVmac251: S'TTAGGCTACGACCCGGCGGAAAGAS') e 

SG1592CgagD (nucleotidi 1569-1592 del genoma di 
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Vmac251: 5'ATAGGGGGTGCAGCCTTCTGACAG3') che amplificano 
an frammento di 496 coppie di basi del gen^ gag di SHIV, come 
deschtto [Titti et aL, Cell Pharmacol. AIDS 3:123 (1996)], Per 
quantificare if numero di copie di DNA provirali, m ogni esperimento era 
inclusa una curve standard di riferimento utilizzando come DNA stampo 
if plasmide pCMRII-Agag (contenente una delezione di 100 coppie di 
basi del gene gag di SIVmac251) e i primers descritti sopra, che 
amplificano un frammento di 396 coppie di basi, I DNA amplificati erano 
analizzati mediante elettroforesi e quantificati mediante densitometria 
(Ultrascan LX Enhancer Laser, LKS, Bromma, Svezia). La relazione tra 
i valori di densitii ottica e il numero di molecole del plasmide Agag era 
stabilito mediante analisi della regressione lineare (Statgraphics, 
Manugistics, Inc. Cambridge, MA), I valori di densitit ottica erano lineari 
nno a 1000 molecole (coefficiente di correlazione - 0,954±0,026). II n' 
di copie di DNA provirale di SHIV/^ di DNA era determinate 
interpolando i valori di density ottica dei campioni sulla curve di 
riferimento. II limite di sensibility del saggio era 1 copia di provirus/^g di 
DNA. 

''H nifnMirnmi^ ara Hfi^ff^rminAta in <ifiggi H i cocoltura nei QUaH 1 X 10^ 

cellule della linea CEMx174 venivano coltivate in presenza di diluizioni 

scalari (da 1 x 10^ a 3,9 x 10^ cellule per pozzetto, per un totale di 12 
diluizioni) dei PBMC in esame in micropiastre da 96 pozzetti. Al giorno 
3, 7 e 10 post-infezione , 150 mL di terrene complete erano aggiunti in 
ciascun pozzetto dopo aver raccolto un ugual 
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volume di supernatante che veniva saggiato per la presenza della p27 
Gag virale mediante test ELISA (Inndgenetics, Belgio): I risuitati ottenuti 
venivano analizzati con la formula di Reed e Muench per determinare il 
numero di PBMC infetli produttivamente per milioni di cellule totali. 
'^La presenza di anticorpi contro il virus SHIV era determinate sui plasmi 
delle scimmie saggiati in doppio a diverse diluizioni ( 1:2, 1:10, 1:50) 
utilizzando il kit Elavia Ac-Ab-Ak II kit (Diagnostic Pasteur, Paris, 
France), secondo le istruzioni della ditta. E riportata rultima diluizione 
alia quale i valori dei campioni erano superiori al valore di cut off. 
^Per la scimmia M13 6 stato effettuato llsolamento virale invece della 
citoviremia. Llsolamento del virus era effettuato come segue. I PBMC 
(3 X 1(f) delle scimmie infettate con diverse dosi di SHIV 89. 6P, 
purificati in gradiente di Ficoll, erano colltivati con cellule CEM x 174 (1 
X 1(f) in 1 ml di terrene contenente il 10% di siero fetale bovino. Dopo 
24 ore le cellule erano diluite alia concentrazione di 1 x 1(f/ml e 
coltivate per 3 giorni. Quindi, si raccoglievano 2 ml di terreno e si 
riseminavano le cellule alia concentrazione di 3 x 1Cf/ml in 7 ml. Le 
cellule in eccesso erano scartate. Questa procedure era ripetuta due 
volte alia settimana per 4 settimane. La presenza del virus era ricercata 
nel terreno di coltura, raccolto ai diversi tempi, determinando la 
presenza deWantigene p27 Gag cx)n saggio ELISA (Innogenetics, 
Belgio) e successivarnente la presenza della trascrittasi inverse (RT). 
Uisolamento virale era considerate positive quando entrambi i saggi 
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(p27 ed RT) erano positivi in 3 campioni sequenzialL In caso contraho, 
risolamento era considerate negative (-). 
t' stata effettuata una DNA-PCR qualitativa. 

I dati virologici trovavano piena rispondenza con la determinazione d§(^^ 
numero assoluto dei linfociti CD4 che risultavano drasticamente 
diminuiti nelle scimmie risultate infette (M3, M5, M7. M8) come indicate 
intabella 18. 
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so/0 con I'adiuvante RIBI o Alum, rispettivamente. La scimmia M13 era 
an animale naive infettato con 2.85 MID 50 di SHIV89.6P, Uanalisi era 

eseguita al fluorescence-activated'Cell'Sorter (FACS) come descritto 
[Rosenberg et a/., Int Immunol 9 (5):703 (1997)], utilizzando anticorpi 
monoclonali direttamente marcati (anti'CD4-FITC, BioSource; anthCDS- 
PerCp, Becton-Dickinson). ND, non determinatoA risultati pre-challenge 
indicano che rimmunogeno Tat, nonche entrambi gli adiuvanti RIBI e 
Alum (o Iscom che e state utilizzato come adiuvante neirultimo 
richiamo), erano ben tollerati dagii animali e non erano tossici, 
confermando' i risultati relativi alia sicurezza e tollerabilit^ della 
vaccinazione con Tat ottenuti nel primo esperimento pilota. Inoltre, 
questi dati confermano I'osservazione preliminare riportata nel prime 
esperimento e forniscono ulteriori evidenze che la proteina 
ricombinante Tat induce una forte risposta umorale e ceilulare specifica 
anti-Tat con effetti antivirali in vitro e in vivo . I risultati post-challenge 
(4/6 scimmie protette) confermano le aspettative dei risultati in vitro ed 
indicano che il vaccine anti-Tat proteico e in grade di indurre 
proteziene dall'infezione e quindi dalla malattia. II follow-up delle 
scimmie chiarir^ analoghi effetti della vaccinazione sulla progressione 
della malattia nel case delle due scimmie infettate. 
Esempio 5. 
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Inoculazione in Macaca fascicularis di un vaccmo anti'-Tat a DNA: 
valutazione dela sicurezza. tollerabiUta', risposta immune specifica 
e deH'efficacia protettiva al challenge virale.". 
Postilla 65: Pagina 55 della descrizione: Riga 17: sostituire "PBS" 
con "PBS-A" e radiare "(senza Ca** e Mg**)". 

Postilla 66: Pagina 55 della descrizione: Riga 18: dope "sono" inserire 
"success! vamente". 

Postilla 67: Pagina 56 della descrizione: radiare da Riga 3 di pagina 
56 a Riga 21 compresa di Pagina 58 della descrizone e inserire:"La 
tcllerabilitS, la sicurezza e la capacity di indun-e una risposta immune 
specifica (umorale e cellulare) e I'efficacia protettiva al challenge virale 
del DNA del plasmide pCVTat erano valutate nelle scimmie 
cynomolgus {Macaca fascicularis). In un primo esperimento abbiamo 
utilizzato 3 scimmie secondo il seguente schema: la scimmia M1 era 
inoculata con 200 ^g di DNA del plasmide pCVTat risospesi in 300 lil 
di PBS per via intradermica in 2 siti nel dorso vicino ai linfonodi 
ascellari (150 nl/sito); la scimmia M2 era inoculata con 500 ng di DNA 
H ot p io amiHn prNrTnt ricncpftQi in finn |ii Hi PRf^ pAr via intramuscolare 
in 2 siti nel dorso (250 |il/sito). Ai giomi 1 o 5 precedenti I'inoculazione 
intramuscolare, venivano inoculati 250 ix\ di soluzione fisiologica 
contenente lo 0.5% di bupivacaina e lo 0.1% di metilparabene, nei due 
siti, opportunamente marcati, in cui successivamente veniva eseguita 



rinoculazione del plasmide, per aumentare Tuptake e Tespressione del 
DNA nel muscolo [Danko et al., Vaccine 12:1499 (1994); Fine et al., 
Ann, Plast: Surg. 20:6 (1988)]. La scimmia M3 era 11 controllo non 
inoculate. Da tutte le scimmie erano prelevati 10 ml di sangue n 
giorni -42 e -35 antecedenti la prima vaccinazione per 
determinazione del parametri di base. Le scimmie erano inoculate 
tempo 0 e dopo 5. 10, 15, 22, 27, 32 e 37 settimane. Infine alia 42^ 
settimana veniva eseguito un richiamo con la proteina Tat ricombinante 
(15 mg) risospesa in 200 ^1 di Iscom e 300 |il di PBS. Gli animal! erano 
osservati giornalmente per quelle che riguarda i parametri clinici come 
descritto neU'Esempio 4. Inoltre si prelevavano campioni di 10 ml di 
sangue negli stessi giorni deirinoculazione come descritto nell'esempio 
4. L'effetto protettivo della vaccinazione era determinate dopo 11 
challenge delle scimmie, che e' state effettuato alia 65^ settimana 
dairinizio della immunizzazione, inoculande per via endovenosa 10 
MIDso di SHIV 89.6P. II menitoraggio post-challenge, ancora in corso, e 
stato effettuato come descritto neU'Esempio 4. 

I risultati di questo esperimento sono 1 seguenti. Nelle due scimmie 
vaccinate e nel controllo non si erano osservate alterazioni significative 
dei parametri clinici, ematochimici e comportamentali. Non si 
riscontravano segni di infiammazione o neoformazioni vascolari nei siti 
di inoculazione. Questi risultati indicano che il DNA del plasmide 
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pCVTat era ben tollerato dagli animali e non era tossico alle dosi 
somministrate. utilizzando le vie dt inoculazione scelte. Nella scimmia 
M1, vaccinata con 200 jig di DNA per via intradermica, erano present! 
anticorpi IgG specifici anti-Tat a partire dalla 32* settimana (Figura 11). 
I titoli anticorpali dalla 32^ alia 58* settimana erano compresi tra 1:100 
e 1:800 (Figura 12). La mappatura degli epitopi riconosciuti da questi 
anticorpi (effettuata come descritto nella legenda della Figura 4) 
evidenziava, alia 37* settimana, reattivita contro i peptidi di Tat 
corrispondenti agli aa 1-20, aa 46-60 e aa 65-80 con titoli 
rispettivamente di 1:200, 1:100 ed 1:50 (dati non mostrati). Nella 
scimmia M2. inoculate con 500 jig di DNA per via intramuscolare, gli 
anticorpi anti-Tat erano scarsamente evidenziabili (titolo 1:50, dato non 
mostrato) per tutto il periodo di studio. I risultati sono riportati nella 
figura 11. L'attivita neutralizzante il Tat nel siero della scimmia Ml, 
immunizzata con 200 \xg di DNA per via intradermica. veniva saggiata 
mediante saggio di inibizione del "rescue" dell'infezione virale in cellule 
HLM-1 trattate con la proteina Tat esogena, come descritto 
nell'Esempio 4. Questo saggio ha dimostrato che il siero della scimmia 
Ml, diluito 1:2 e ottenuto alia 37^ settimana dal primo inoculo, riduceva 
la replicazione virale indotta da 30 ng/ml di Tat esogeno, mentre il 
siero della stessa scimmia prelevato al tempo 0 (preimmune) non 
bloccava il Tat (Tabella 19). 



54 



TABELLA 19 

Attivitd neutralizzante diei sieri sul ''rescue'\deinnfezione virale indotta 
da Tat extracellulare" 



Inibizione (%) 

0 
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Campioni 

Tat + Siero preimmune Ml 
Tat + Siero immune Ml 



"Uattivit^ neutralizzante degli anticorpi anti-Tat e stata determinata in 
cellule HLM'1 trattate con 30 ng/ml di proteina Tat ricombinante, pre- 
incubata con un uguale volume di siero prelevato al tempo 0 (siero 
preimmune) o alia 37* settimana (siero immune) della scimmia M1, 
inoculate con 200 fjg del plasmide pCVTat per via intradermica, II 
saggio era eseguito ed i risultati espressi come descritto nella Tabella 
4, 

1 risultati in Tabella 20 dimostrano la comparsa di una risposta 
proliferativa al Tat, alia 42^ settimana, nella scimmia Ml immunizzata 
con 200 ^ig di DNA per via intradermica, mentre nella scimmia M2 non 
era evidenziata tale tipo di risposta. 
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TABELLA20 
Risposta proliferativa al Taf 





Stimolo 




Settimane daH'inizio deirimmunizzazione 




scimm 
a 
























15 


22 


27 


32 


37 


42 


48 


58 


Ml 


PHA 


32,9 


45 


89,3 


40,5 


3.1 


13.3 


ND 


13.1 




TT 


0.8 


2.7 


1.5 


1.3 


0.6 


9 


1.2 


1.6 




Tat 


0,9 


1.7 


1,2 


1.1 


1.1 


5,9 


1 


1 


M2 


PHA 


11.7 


18,5 


21.8 


32,2 


1.1 


6.2 


7 


18,9 




TT 


0.9 


1.8 


0,8 


1,1 


1 


1,5 


1,1 


1 




Tat 


0.8 


1.4 


0.9 


1.1 


1.1 


1.3 


1,1 


1 


M3 


PHA 


5.1 


19.9 


18,2 


6.6 


8.1 


77,8 


ND 


2.1 




TT 


7.2 


6.2 


5,5 


2,8 


5.6 


36.8 


1 


2.1 




Tat 


2.1 


1.4 


2,2 


0.7 


1,5 


2.8 


0,8 


0.9 



^Linfociti di sangue periferico venivano isolati, stimolati con PHA (4 
mg/ml), tossoide tetanico (TT) e Tat (1 o 5 mg/ml) e saggiati come 
descritto nella Tabella 5. Le scimmie erano inoculate con 200 mg (M1) 
di DNA del plasmide pCVTat per via intradermica o con 500 mg (M2) di 
DNA di pCVTat per via intramuscolare. La scimmia di controllo (M3) 
non era inoculata. ND, non determinate. 

L'attivita' citotossica (CTL) anti-Tat era rilevata nella scimmia M1 alia 
48* settimana e nella scimmia M2 alia 42" settimana (Tabella 21). 
TABELU\21 



Analisi della presenza W 



Scimmia 


Settimana 


Rapporto bersaglio/effettore 


Attivit^ 
CTL 


1:50 


1:25 


1:12,5 


1:6.25 


1.3,12 
5 


Media 


Ml 


42 


27.4 


27,8 


17,1 


9.8 


3.9 


17,2 


+ 




48 


ND 


ND 


21,3 


0 


11,7 


11 


+ 


M2 


42 


1.2 


5.9 


2,4 


1 


0 


2.1 






48 


ND 


ND 


ND 


57 


25,1 


41 


+ 



56 



M3 


42 


1.8 


0 


0 


1,2 


0 


0,6 






48 


ND 


ND 


0 


0 


0 


0 





^11 saggio era eseguito come descritto nella Tabella 6, Le scimmie 
erano inoculate con 200 mg (Ml) di DMA del plasmide pCVTat per via 
intradermica o con 500 mg (M2) di DNA di pCVTat per via 
intramuscolare. La scimmia di controllo (M3) nan era inoculata, ND, non 
determinate. 

I risultati in Tabella 22 inoltre dimostrano la presenza di attivita 
antivirale totale (TAA) in entrambe le scimmie vaccinate con 200 e 500 
lag di DNA alia 52^ settimana. 
TABELLA 22 




N" scimmia 


Giorni dopo I'infezione 




7 


17 




Dose minima infettante 
(TCIDso/cellula) 


Dose minima infettante 
(TCIDso/cellula) 


M1 


10'* 


10-^ 


M2 


10-^ 


10" 


M3 


10^ 


lO"* 



"// saggio era eseguito come descritto nella Tabella 13, Le scimmie 
erano inoculate con 200 mg (M1) di DNA del plasmide pCVTat per via 
intradermica o con 500 mg (M2) di DNA di pCVTat per via 
intramuscolare. La scimmia di controllo (MS) non era inoculata. I PBMC 
erano prelevati alia settimana 52 dalHnizio della vaccinazione ed erano 
infettati con 10'\ 10'\ 10^ TCIDso di SHIV 89,6P. I risultati sono 
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espressi come la dose minima di SHlV(TClDsc/cellula) a cui le cellule 
sono state infettate. . 



I risultati in Tabella 23 dimostrano la presenza di attivita antivirale 
solubile CAF mediata dai linfociti T CD8+, alia 22^ e 27^ settimana in 
entrambe le scimmie vaccinate che e superiore rispetto alia scimmia 
di controllo. 
TABELLA 23 



Analisi della presenza di attivitd antivirale solubile mediata dalle cellule 
TCD8* (CAF)' 



N° scimmia 


Settimane dall'inizio 


% di inibizione della replicazione 




della vaccinazione 


virale 






Infezlone acuta 


Infezlone 
cronica 


M1 


22 


62 


27 




27 


56 


25 


M2 


22 


74 


ND 




27 


28 


ND 


M3 


22 


24 


ND 




27 


37 ' 


22 



'Analisi della presenza di attivita antivirale solubile prodotta dalle cellule 
T CD8+ (CAF) delle scimmie inoculate con 200 fig (M1) e 500 (M2) 
di DNA del plasmide pCVTat e della scimmia di controllo (M3) non 
inocul a t a , L'attivit^ antiviral e suH'inf e zion e acuta e cronica era e s e guit a 
in cellule CEM x 174 infettate con il vims SHIV 89, 6P e sulle cellule 
OM'10'1 cronicamente infettate con HIV-1, come descritto nella 
Tabella 7. I risultati sono espressi come percentuale (%) di inibizione 
della replicazione virale nelle cellule trattate con i supernatanti dei 
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linfociti T CD8+ rispetto alls cellule non trattate. I risultati degli 
esperimenti di infezione acuta e cronica riportati nella tabella sono 
relativi ai campioni trattati con 5 fj di supernatante del linfociti CDB-^, 
ND, non determinate. 

I risultati in Tabella 24 dimostrano che la scimmia M1, inoculata con 
200 mg di DNA per via intrademhica, era positiva alio skin test alia 22^ 
settimana. 



TABELLA 24 
Skin test al Taf 



Settimane dopo 
I'immunizzazione 


Scimmie 




M1 


M2 


M3 


10 








15 








22 


+ 






27 








32 








37 








42 








48 








52 








58 









^Tat (1 eS mg) in 150 ml di PBS-O.IVo BSA od il $uo tampone venivano 
inoculati per via intradermica in un'area tricotomizzata del dorso degli 



animali vaccinati e nella scimmia di controllo (controllo di specificita 
della risposta) alia 10^, 15^, 22^, 27^, 32^, 37^, 42^, 48^, 52^ e 58^ 
settimana dopo il primo inoculo vaccinale. La scimmia M1 era inoculata 
con 200 mg di DNA del plasmide pCVTat per via intradermica, la 
scimmia M2 con 500 mg di DNA di pCVTat per via intramuscolare. La 
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scimmia M3 (controHo) non era inoculata. La comparsa di un nodulo 
ehtematoso dope 48 - 72 ore mdicava la presenza di ipersensibilita' di 
tipo ritardato (DTH): ++0 ^ 5 mm; ^ 0 > 1-4 mm; +/-, eritema senza 
ir)durimer)toi 0<1 mm. 

Quest! risultati indicano che il plasmide pCVTat era ben tollerato 
alle dosi inoculate sia per via intradermica che intramuscolare e non 
era tossico. Inoltre, quest! risultati dimostrano che rimmunizzazione 
con il DNA pCVTat induce la comparsa di una risposta umorale 
(seppure piu basse rispetto a quelle indotta dalle immunizzazione con 
la proteina Tat ricombinante). e cellulare specifica anti-Tat con effetti 
antivirali. 

Per quanto riguarda refficacia protettiva in seguito a challenge, 

effettuato alia 65^ settimana dairinizio della vaccinazione, i dati 
virologici (Tabella 25) di antigenemia, citoviremia e di copie di DNA 
provirale (DNA-PCR) indicano che la scimmia M2, immunizzata con 
Tat-DNA per via intramuscolo, risultava protetta dairinfezione con 10 
MID50 di SHIV89.6P, mentre la scimmia M1, immunizzata per via 
intradermica e con una quantita' minore di DNA (200 mg), era infettata 
suggerendo che, per quanto concerne rimmunizzazione con DNA, la 
vaccinazione per via intramuscolo e piu efficace di quelle intradermica. 
La scimmia di controllo M3 risultava resistente aH'infezione. Tuttavia, 
come descritto in precedenza, questa scimmia, diversamente dai 
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controlli degli altri protocolli, era stata ripetutamente sottoposta a skin 
test per il Tat al fine di controllare la specificita del test (Tabella 24) ed 
era risultata, sebbene a basso titolo (1:100), ripetutamente positiva p|f. . 
anticorpi anti-Tat a partire dalla 32' settimana dall'inizio dellM^ ; v^-^sj" 
vaccinazione (dati non mostrati). Infine, la risposta proliferative al Tat 
evidenziava una debole e sporadica reattivita' aH'antigene (Tabella 20). 
Benche' non conclusivi, quest! dati indicano che la ripetuta 
inoculazione per via intradermica di 5 o 6 mg di Tat possa aver indotto 
rimmunizzazione dell'animale e la protezione al challenge. Di 
conseguenza. la scimmia M3 verra* considerata vaccinate e studiata 
come tale. 
TABELLA 25 



scimmia 


Giomi dopo il challenge con it virus SHIV 89. P 




15 


30 






60 






P27* 
(pg/ml) 


DNA 
PCR 
(copie/ 


Cito- 
viremia*" 


IgG 
anti- 
SIV** 


P27 

(pg/ml) 


DNA 
PCR 
(copie/ 

M 


Cito- 

viremi 

a 


IgG 

Anti-SIV^ 


P27 

(pg/ 

ml) 


DNA 
PCR 
(copie 


Cito- 

viremi 

a 


IgG 

antl- 

SIV** 


M1 


1796 


1278 


>2818.3 


1:10 


68.6 


1048 


353,9 


1:50 


<20 


8 


21.3 


1:800 


M2 


<20 


<1 


Neg 


1:10 


<20 


<1 


Neg 


1:50 


<20 


<1 


Neg 


1:10 


M3 


<20 


<1 


Neg 


>1:50 


<20 


<1 


Neg 


>1:50 


<20 


<1 


Neg 


1:100 
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La scimmia M1 era stata immunizzata con 200 mg di DMA del plasmide 
pCVTat per via intradermica, la scimmia M2 cor) 500 mg di DNA di 
pCVTat per via intramuscolare. La scimmia M3 (controllo) non era stata 
vaccinata. I parametn virologici sono stati valutati come riportato nella 
legenda della Tabella 17. 

La determinazione al FACS della percentuale e del numero assoluto 
dei linfociti CD4 e CDS confermava il dato viroiogico, con una netta 
diminuzione (di circa 4 volte) dei linfociti CD4+ nella scimmia infetta gia 
al primo controllo (giorno 30 dopo il challenge) e che si confermava 
alia determinazione successiva (giorno 60) (Tabella 26). 
TABELLA 26 



Analisi al FACS delle sopopolazioni linfocitarie CD4+ e CDS-^ 



scimmia 


Giomi dopo il challenge con SHIV 89.6P 




0 


15 


30 


60 




% 

(cellule/^l) 


% 

(cellule/^) 




% 

fcellule/] 






% 

fceliule/^1^ 


) 




CD4+ 


CD8+ 


CD4+ 

/ 

CD8+ 


CD4+ 


CD8+ 


CD4+ 

/ 

CD8+ 


CD4+ 


CD8+ 


CD4+/ 
CD8+ 


004+ 


CD8+ 


CD4+ 

/ 

CD8+ 


Ml 


27,5 
(940) 


40,7 

(1390 

) 


0,68 


ND 


ND 


ND 


8,1 
(250) 


56,5 
(1780 

) 


0,14 


9,5 
(360) 


69.7 
(2650) 


0^14 


M2 


22^ 


36,8 


0,6 


ND 


ND 


ND 


16,4 


42.4 


0,39 


10,9 


52,7 


0,21 




(496) 


(810) 










(580) 


(1500 
) 




(940) 


(4560) 




M3 


28,7 
(1170 

) 


41,1 

(1680 

) 


0,7 


ND 


ND 


ND 


19,5 
(970) 


48,7 

(2430 

) 


0,4 


17,9 
(900) 


52,2 
2620) 


0^34 
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Uanalisi era eseguita come riportato nella legenda della tabella 18, La 
scimmia Ml era stata immunizzata con 200 mg di DNA del plasmide 
pCVTat per via intradermica, la scimmia M2 con 500 mg di DNA di 
pCVTat per via intramuscolare. La scimmia M3 (controllo) non era stata 
vaccinata, 

Sulle base di questi risultati e stato disegnato il secondo esperimento 
in cui e stato valutato Teffetto deirimmunizzazione con il DNA del 
plasmide pCVTat in tre scimmie (M9-11), rispetto ad una scimmia di 
controllo (M12) che riceveva il DNA del plasmide pCVO. Le scimmie 
sono state inoculate per via intramuscolare con 1 mg di pCVTat (M9- 
11) o di pCVO (M12), in 2 siti nel dorso. Ai giomi 1-5, precedenti la 
vaccinazione, 250 \x\ di soluzione fisiologica contenente lo 0.5% di 
bupivacaina e lo 0.1% di metilparabene venivano inoculati nei due siti, 
opportunamente marcati, in cui successivamente veniva eseguita 
I'inoculazione del plasmide. Le scimmie erano vaccinate al tempo 0 e 
dopo 6, 11, 15, 21. 28 e 32 settimane. Infine alia 36^ settimana veniva 
eseguito un richiamo con la proteina Tat ricombinante (15 mg) 
risospesa in 200 ^1 di Iscom e 300 ^il di PBS. Gli animali erano 
ossen/ati giornalmente per quello che riguarda i parametri clinici come 
descritto nell'Esempio 4. Inoltre si prelevavano campioni di 10 ml di 
sangue al giomo -9 prima deirinizio della immunizzazione e negli 
stessi giorni della inoculazione come descritto nelTesempio 4. Al fine di 
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valutare I'effetto protettivo della vaccinazione, 6 stato effettuato il 

challenge delle scimmie alia 50^ settimana daH'inizio della 
immunizzazione, inoculando per via endovenosa 10 MID5Q di SHIV 
89.6P. II monitoraggio post-challenge e attualmente in corso ed e 
effettuato come descritto neirEsempio 4. 

I risultati di questo esperimento sono 1 seguenti. Nelle scimmie 
vaccinate e nel controllo non si erano osservate alterazioni significative 
dei parametri clinici, ematochimici e comportamentali. Non si 
rilevavano segni di infiammazione o neoformazioni vascolari nei siti di 
inoculazione. Questi risultati confermano che il ONA del plasmide 
pCVTat era ben tollerato dagli animali e non era tossico alia dose di 1 
mg somministrata per via intramu§colare. Anticorpi IgG specifici anti- 
Tat erano evidenziati dalla 15^ settimana (figure 13), con titoli compresi 
tra 1:50 e 1:100 (dati non mostrati). Era inoltre evidente una risposta 
proliferative a! Tat in una scimmia (Ml 1) gi^ dopo 2 settimane (Tabella 
27). 

TABELLA 27 

Risposta proliferative al 

-laf! 



N°Sci 


Stimolo 






Settimane daH'inizio deirimmunizzazione 






mmia 






























2 


6 


11 


15 


21 


28 


32 


36 


40 


44 


50 


MS 


PHA 


8,9. 


9;2 


17,1 


58^2 


18 


47;1 


43,4 


3,1 


726 
1 


64,6 


7 




TT ' 


2,9 


1/ 


0,9 


1 


1,8 




1,1 


0,8 


7 


2,7 




Tat 


0,4 


0,5 


0,6 




1,6 


0,9 


1 


0,7 


1r1 


7 


1,9 


M10 


PHA 


8,5 


18 


19,8 


ND 


10,1 


2,2 


14,7 


15,2 


4,4 


8f4 


ND 




TT 


2,4 


0,3 


0,8 


NO 


1|1 


0,6 


1 


0,9 


0,6 


6,4 


ND 




Tat 


1 


0^ 


0,7 


NO 


^1 


0,5 


1- 


Oj9 


0,7 


4,2 


ND 
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M11 


PHA 

TT 

Tat 


25,7 
-5,1 


43,3 
0,8 


81,7 

1.3 

1,6 


12,1 

0,9 

0,7 


27^ 

1,1 
1,1 


3,4 
3,6 

1.1 


21,^ 
1,2^ 
1,2 


,14,1 
0^ 




f 


ND 
ND 
ND 


M12 


PHA 

TT 

Tat 


28,7 

3,2 

3,2 


30,9 


41 

0,9 
0,8 


50,7 
1,3 


30,8 

1,6 

1 


7,6 
1,6 
1.6 


43 

1,3 
1 


22,6 

1,1 
0,8 


34,6 

1 

1 


19,9 

0,7 

1,6 


55,. 1 

3,.1 

^3 



^Linfociti di sangue pehferico venivano isolati, stimolati con PHA (4 
mg/ml), il tossoide tetanico (TT) (10 mg/ml) e Tat (1 o 5 mg/ml) e 
saggiati come deschtto in Tabella 5. Le scimmie (M9'11) erano 
inoculate per via intramuscolare con 1 mg di ON A del plasmide pCVTat 
e la scimmia di controllo (M12) era inoculate con 1 mg di DMA del 
plasmide pCVO. ND, non determinate. 

La presenza di CTL anti-Tat e stata osservata nella scimmia M1 1 alia 
32^ settimana post-immunizzazione (Tabella 28). 



TABELLA 28 

Analisi deirattivita'citotossica specifica per Tat (CTL)" 



Scimmia 


Settimana 


Rapporto bersaglio/effettore 


Attivita 
CTL 






1:50 


1:25 


1:12,5 


1:6,25 


1:3,125 


Media 




M9 


32 


. 0 


0 


0 


0 


0 


0 






50 


4,2 


0 


0 


0 


0,9 


1 




M10 


32 


0 


0 


9,9 


2,7 


0 


2,5 




M11 


32 


■3,b 
0 


0 — 
10,5 


8,9 


— 6 — 
3,5 


— 9 — 
0,9 


1.1 
4,7 


+ 




50 


0 


0 


0 


3,8 


0,3 


0.8 




M12 


32 


0 


0 


0 


0 


0 


0 






50 


0 


0 


0 


0 


0 


0 
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*// sag^io era eseguito come deschtto nella Tabetia 6, Le scimmie (MQ- 
11) eraho inoculate per via ihtramuscolare con 1 mg di DNA del 
plasmide pCVTat e la scimmia di controllo (M12) era inoculata con 1 
mg di DNA del plasmide pCVO. 

PBMC ottenuti alia 44^ settimana dalla stessa scimmia M1 1 risultavano 
resistenti airinfezione, in vitro , con diluizioni seriali del virus chimerico 
SHIV 89.6P in un test (TAA) che rileva la presenza di attivita antivirale 
totale. La TAA infatti e' valutata come la capacita del PBMC delle 
scimmie vaccinate con il DNA del plasmide pCVTat, coltivati in 
presenza di siero autologo, di resistere airinfezione con dosi scalari del 
virus (Tabella 29). 
TABELLA29 



Analisi della presenza di attiviti antivirale totale (TAAf 



N' . 
scimmia 


Giomi dopo I'infezione 




7 


17 




Dose minima infettante 
(TCIDso/ceilula) 


Dose minima infettante 
(TCIDso/celluia) 


M9 


10-^ 


>10-^ *• 


M10 


10-^ 


10-^ 


M11 




>10"* 


M12 


10- 


>10'^ - 



*// saggio era eseguito come descritto nella Tabella 13. Le scimmie 
erano inoculate con 1 mg di DNA del plasmide pCVTat per via 
intramuscolare (M9-11) e la scimmia di controllo (M12} con 1 mg del 
plasmide pCVO. I PBMC erano prelevati alia settimana 44 daWinizio 
della vaccinazione ed infettati in vitro con 1(1^, ICf^, 10'"^ , 1Cr^ TCID50 di 



66 



SHIV 89.6P, I risultati sono espressi come la dose minima di SHIV 
(TClDsc/cellula) con la quale le cellule sono hsultate infettabilL 

*Nessund coltura 6 hsultata infettata alia concentrazione piu alta di 
SHIV utilizzata nel saggio, corrispondente a 10'^ TCIDs(/cellula. ** Le 

colture si negativizzavano in diciassettesima giornata. 
I risultati in Tabella 30 dimostrano la presenza di attivitS antivirale 
solubile (CAF) mediata dai linfociti T CD8+ nelle scimmie vaccinate 
che, in questo protocollo risulta aumentata anche nella scimmia di 
controllo inoculata con il vettore vuoto (PCV-0). 



TABELLA 30 

Analisi della presenza di attivitd antivirale solubile mediata dalle 
cellule T CDd-^ (CAF)' 



N" scimmia 


Settimane dall'lnizio 
della vaccinazione 


% di inibizione della replicazione virale 






Infezione acuta 


Infezione aonica 


M9 


0 


21 


14.6 




36 


77 


2,6 


M10 


0 


40 


13.8 




36 


67 


25 


M11 


0 


49 


19 




36 


42 


14 


M12 


0 


65 


23 




36 


62 


14 



"Analisi della pie^enza di attivitia. antiviral e solubilo prodotta dalle cellule 
T CD8+ (CAF). I PBMC erano prelevati da 3 scimmie (M9-11) inoculate 
con 1 mg di DMA del plasmide pCV-Tat e dalla scimmia di controllo 
(M12) inoculata con 1 mg di DNA del plasmide pCVO. II saggio relative 
all'infezione acuta era eseguito in cellule CEM x 174 infettate con il virus 
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SHIV, come descritto nella Tabella 7. II saggio relative alUnfezione 
cronica era eseguito ir) cellule U1 croni'camente infettate con HlV-f, 
come descritto riella Tabella 14, I risultati sono espressi come 
percentuale (%) di inibizione della replicazione virale nelle cellule 
trattate con 5 pi dei supernatanti dei linfociti T CD8-^ rispetto alle cellule 
nontrattate. 

La produzione di citochine (ylFN. IL-4, TNFa) e della chemochina 
Rantes era valutata alia 44^ settimana dai PBMC delle scimmie 
vaccinate con il DNA del plasmide pCVTat e da! controllo (Tabella 31 ). 
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I risultati dimostrano la presenza di una debole reazione alio skin test 

in una scimmia (M9) alia 11' settimana (Tabella 32). 

TABELLA32 
Skin test al Taf 



Settimane daH'inizio deirimmunizzazione 


N» 
scimmia 


11 


15 


21 


28 


32 


36 


44 


M9 


+/- 














M10 
















M11 
















M12 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 



inoculati per via intradermica in un'area tricotomizzata del dorso degli 
animali vaccinati ma non net controlli (ND, noh determinato) airi1^, 
15^, 21^, 28^, 32^, 36^ e 44^ settimana dopo il primo inoculo vaccinate. 
Le scimmie (M9-11) erano state vaccinate per via intramuscolare con 1 
mg di DMA del plasmide pCVTat e la scimmia di controllo (M12) era 
inoculata con 1 mg di DNA del plasmide pCVO. La comparsa di un 



nodulo eritematoso dopo 48 - 72 ore indicava la presenza di 
ipersensibilita' di 6po ritardato (DTH): ++,j0^ > 5 mm; 0>1'4 mm; 
eritema senza induhm^nto; 0 <1 mm, 

I risultati post-challenge indicano che tutti gli animali vaccinati erano 
protetti dairinfezione con 10 MID50 di SHI\/89.6P, come indicato dai 
tests virologici (antigenemia plasmatica, determinazione delle copie di 
DNA proviraie, citoviremia) risultati tutti negativi (Tabella 33). Inoltre la 



1 
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presenza di anticorpi anti-SIV nella scimmia M11 indicavano I'awenuta 
esposizione al virus o un'infezione abortiva al vims inoculato. Al 

contrario. nelle altre scimmie non ci sono ancora titoli anticorpali 

I 

rilevabili e si procedera' alia determinazione degli anticx)rpi prodotti in 
vitro , ed eventualmente, alia determinazione delta risposta proliferativa 
linfocitaria ad antigeni di SIV. Qualora Tesito di questi esami fosse 
negative, le scimmie saranno inoculate con una dose maggiore del 
virus in quanto anche la scimmia di controllo M12 e' risultata resistente 
all'infezione. Questa scimmia era stata vaccinate con il vettore pCVO 
vuoto. Dati recenti in letteratura hanno dimostrato il ruolo adiuvante 
svolto da certe sequenze di DNA che sono assai piu frequenti nei 
batteri che nelle cellule eucariotiche e che. alia pari del 
lipopolisaccahde e del mannosio. costituiscono un forte stimolo per 
fimmunit^ naturale [Roman et al., Nature Med 3:849 (1997)]. Pertanto, 
esiste la possibilita che la protezione osservata nella scimmia M12 sia 
da mettere in relazione ad una generica attivita antivirale indotta da tali 
sequenze batteriche in grado di indurre produzione di IFNa. IFNb, IL- 
12 ed IL-18, con funzioni immunomodulatorie ed antivirali. Cid e 
awalorato dalla presenza in questa scimmia di attivita antivirale TAA 
(Tabella 29) e CAF (Tabella 30) in assenza di immunita' umoralei o 
cellulare specifica per tat. Infatti questi saggi misurano anche attivita 

i 
I 
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antivirali non antigene specifiche. Cio e' confermato dairinfezione della 
scimmia M13 inoculata con una dose di virus 3.5 volte inferiore a 
quella utilizzata per il challenge della scimmia M12 (Tabella 33). Sulla 
base di questo risultato Tinventore si propone di utilizzare come 
adiuvante 11 vettore pCVO, o parti di esso. 
TABELLA 33 



Analisi dei parametri virologid 



scimmia 


Giomi dopo tl challenge con il virus SHIV 89.P 




15 


30 


60 




p27' 
(pg/ml) 


DNA PCR 
(copie/ 


Cito- 

viremi 

a= 


igG 

Anti- 
SIV** 


p27 

(pg/ml 

) 


ONA 
PCR 
(copie/ 


citov 
iremi 
a 


IgG 

Anti- 

SlV* 


P27 
(pg/ml 

) 


DNA PCR 
(copie/ 

^g) 


citovir 
emia 


IgG 

Anti- 

SIV*' 


M9 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


M10 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


M11 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


<20 


<1 


Neg 


1:2 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


M12 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


<20 


<1 


Neg 


Neg 


M13 


1876 


+/ 


+e 


ND 


<20 




NO 


1:1600 


<20 


43 


ND 


1:3200 



/ saggi erano eseguiti come deschtto nella legenda della tabella 17. Le 
scimmie (M9'1 1) erano state vaccinate per via intramuscolare con 1 mg 



di DNA del plasmide pCVTat e la scimmia di controllo (M12) era stata 
inoculata con 1 mg di DNA del plasmide pCVO, La scimmia M13 era un 
animate naive infettato con 2,85 MID^q di SHIV89.6P, 



La determinazione a! FACS della percentuale e del numero assoluto 
dei linfociti CD4 e CDS (Tabella 34) confennnava il dato virologico. 
Infatti un significativo decremento del numero dei CD4 si osservava al 
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giomo 15 e 60 post-challenge solo nella scimmia di controllo M13 y^:^.' 
risultata infetta In base alia positivita* dei tests di antigenemia /r > f 
plasmatica, di rilevamento di DNA provirale, e di isolamento virale ^Y / ^ 
(Tabella 33). 



TABELLA 34 

>4na//s/ a/ FACS dei linfociti CD4+ e CD8+ 



sdmmla 


Giomi dopo 11 challenge con SHIV 89.6P 




0 


15 


30 


60 




% 

(cellule/^0 


% 

(cellule/^l) 


1 


% 

rcellule/j 




% 

(celluie/Hl) 




CD4+ 


CD8+ 


CD4+ 

/ 

CD8+ 


CD4+ 


CD8+ 


CD4+/ 
CD8+ 


C04+ 


CD8+ 


CD4+y 
CD8+ 


CD4+ 


C08+ 


CD4+ 

/ 

CD8+ 


M9 


21,5 

(1500 

) 


37,6 

(2630 

) 


0,57 


ND 


NO 


ND 


26,4 
(1340 

) 


51,6 
(2610 

) 


0,51 


30,6 
(2000 

) 


45>5 

(2980 

) 


0,67 


M10 


39,5 

(1050 

) 


36^3 
(960) 


1/1 


ND 


ND 


ND 


34,8 

(1730 

) 


41^ 

(2080 

) 


0,83 


31,6 

(3760 

) 


52;2 
(6200 

) 


0,61 


M11 


35,8 

(1080 

) 


37,7 
(1140 

) 


0,95 


ND 


ND 


ND 


287 
(1330 

) 


36^7 

(1710 

) 


0^78 


24,5 
(890) 


48^7 

(1770 

) 


0,5 


M12 


30,9 
(1860 
^ 


46 

(2760 

-) 


0,67 


ND 


ND 


ND 


26,7 
(1300 



49,6 
(2420 

-) 


0,54 


23,7 
(2620 


52,1 

(5760 

) 


0,45 


Ml 3 


40^5 
(2590 

) 


39,7 

(2544 

) 


1,01 


38,4 
(434) 


33,6 
(380) 


1,14 


35,1 

(1721 

) 


32.2 

(1479 

) 


1,16 


3,1 
(111) 


62,3 

(2225 

) 


0,05 



L'analisi era eseguita come descritto nella legends delta tabella 18. Le 
scimmie (M9-11) erano state vaccinate per via intramuscolare nnn 1 mg 
di DNA del plasmide pCVTat e la scimmia di controllo (M12) era 
inoculate con 1 mg di DNA del plasmide pCVO. La scimmia M13 era un 
animale naive infettato con 2,85 MID^q di SHIV89,6P. 
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Quest! risuitati dimostrano che la vaccinazione con il DNA del plasmtde 
pCVTat era ben tolierata dagli animali e non era tossica, confermando i 
risuitati relativi alia sicurezza e tollerabilita della vacx:inazione a DNA 
ottenuti nel primo esperimento pilota. Quest! dati confermano 
I'osservazione riportata nel primo esperimento. e forniscono ulteriori 
evidenze che il DNA del plasmide pCVTat induce una risposta umorale 
(seppure piu modesta rispetto a quella indotta dairimmunizzazione con 
la proteina Tat) e cellulare specifica anti-Tat con effetti antivirali, parte 
dei quali potrebbero essere dovuti a sequenze specifiche present! nel 
vettore pCVO che potrebbero fungere da adiuvanti vaccinali. 

Saranno valutati anche protocolli di immunizzazione in cui saranno 
inclusi combinazioni dei DNA esprimenti gli altri geni di HIV-1 e/o 
citochine, descritti nelfesempio 3. In quest! esperiment! s! utilizzeranno 
per il challenge vims SHIV contenenti i geni tat, rev e nef di HIV 
(Shibata et al., J. Virol.65:314 (1991); Li et al., J. AIDS 5:639 (1992); 
Sakuragi et al.. J. Gen. Virol. 73:2983 (1992); Li et al.. J. AIDS 5:639 
(1992); Igarashi et al., AIDS Res. Hum. Retrov. 10:1021 (1994); Luciw 
et al., Proc. Natl. Acad Sci. 92:7490 (1995); Reinmann et al., J. Virol. 
31:98(1996)]. 
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I DNA dei plasmidi pCVO e pCVTat saranno inoculati negli animali 
utilizzando altri sistemi di "delivery* che potrebbero rendere piu efficace 
rimmunizzazione, quali Tuso di liposomi. nanoparticelle. eritrociti, 
"gene gun" o tramite I'utilizzo di vettori erpetici come desaitto nell' 
Esempio profetico 9 e 10. 
Esempio 6. Vaccinazione teraoeutica 

Al fine di valutare gli aspetti di sicurezza e di tossicita del vaccino anti- 
Tat in soggetli gia' infetti e' stato disegnato un protocollo di 
vaccinazione terapeutica anti-Tat, sia proteica che a DNA, in scimmie 
infettate con dosi scalari di SHIV 89.6P e con immunodeficienza 
(AIDS). Lo stock virale .utilizzato per Tinfezione era ottenuto dalla milza 
e dai linfonodi di una scimmia cynomolgus infettata 14 giomi prima. I 
linfociti, purificati dai tessuti mediante disgregazione meccantca, 
venivano suddivisi in due aliquote alia concentrazione di 1.5 x 
lO^cellule/ml. Una aliquota era depletata dei linfociti T CD8+ mediante 
I'uso di biglie paramagnetiche (Dynal. Norvegia). Entrambe le colture 
erano stimolate con PHA (1 ^g/ml) per tre giomi e quindi seminate alia 
concentrazione di 1 x 10®celluie/ml in presenza di IL-2 (50 U/ml). La 
presenza di vinjs nel supematante era determinata mediante la ricerca 
della trascrittasi inverse (RT) nel terreno di coltura, prelevato ad 
intervalli di tre giomi, untilizzando 1 ml del supematante delle colture 
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cellulari. chiarificato e ultracentrifugato per 11 min. a 100.000 rpm a + 
4* e (ultracentrifuga Beckman TL-100). II pellet ottenuto era lisato e 
30|al erano addizionati alia miscela di reazione (TRIS HCI 1M, pH 8; 
MgCI 2. 0.5 M; KCI 1M; Poly A 1mg/ml; oligo-dT 12-18 100 ^g/ml; DTT 
0.02 M; 1,2 ^H-Metil timidina trifosfato ImCi/ml) ed incubati a 37** C per 
60'. La reazione era temninata con 500 fil di Na Pirofosfato 0.1 M pH 5 
e 600 ^ll di acido tricloroacetico (TCA) 20% ed il campione era raccolto 
su filtro da 0.45 (Millipore) e letto al p-counter dopo aggiunta di 5 
ml di liquido di SGlntillazione (Filter Count, Packard). 
I ten-eni che contenevano valori di RT maggiori a 20,000 cpm erano 
centrifugati e addizionati del 10% di siero umano di gruppo AB. II virus 
era concentrate mediante centrifugazione a 30.000 rpm (90' a 4** C), 
risospeso in RPM1 1640 contenente il 10% di siero umano (gruppo AB), 
aliquo tato e conserv ato in azoto liquido. Lo stock virale era titolato in 
vitro nelle linee umane CEM x 174 e C8166 (3 x lO'TCIDso/cellula), e 

in vivo nelle scimmie cynomolgus (3.17 x 10^ ® MIDsQ/ml). 

E stato iniziato un primo esperimento pilota in cui 7 scimmie sono 
state infettate per via ^ndovenosa con Iq SHIV89 6P preparato come 
appena descritto. Ciascuna scimmia riceveva 1 ml di SHIV diluito in 
soluzione fisiologica contenente il 2% di siero umano (gruppo AB, Rh -) 
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secondo il seguente schema. Una scimmia (IM1} era inoculata con la 
diluizione 1:500; due scimmie (IM2. IM3) ricevevano la diluizione 
1:5.000; due scimmie (IM4, IMS) erano inoculate con la diluizione 1: 
50.000; una scimmia (IMS) era inoculata con la diluizione 1: 500.000; 
una scimmia (IM7) era inoculata con la diluizione 1 : 5.000.000. Da tutte 
le scimmie erano prelevati 10 ml di sangue al giorno -7 antecedente 
I'infezione con lo SHIV per la determinazione dei parametri di base. 
Campioni di siero e di plasma erano congelati a -20** C o -80** C ed 
utilizzati successivamente per risospendere rinoculo proteico. Al tempo 
0 tutte le scimmie erano inoculate con lo SHIV89.6P. Le scimmie erano 
controllate giornalmente. Inoltre, al tempo 0 e alte settimane 2 e 4 dopo 
J'infezione erano prelevati 10 ml di sangue per eseguire gli.esami di 
laboratorio (analisi chimico-cliniche, elettroliti, conta dei leucociti, delle 
piastrine, dell'emoglobina) e Tanalisi dei parametri immunologici e 
virologici. quali la determinazione dei valori plasmatici di p27 ed il 
carico virale nel plasma e nelle cellule. Alia 4^ settimana dopo 
I'infezione. 6 scimmie (IM1-6) risultavano infettate. La scimmia IM7 che 
aveva ricevuto la diluizione 1: 5.000.000 di SHIV non risultava infettata 
(Tabella 35). 
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TABELLA 35 



N' 

scimmia 

wwfl lilt 


Diluizione 
SHIV 
89.6P 


Settimane dopo Tinfezione 






0 


2 


4 






Isolamento 
virale^ 


p27 (pg/ml) ° 


Isolament 
0 virale^ 


p27 (^ml) 


Isolamento 
virale* 


p27 (gg/ml) 


1M1 


1:500 


ND 


ND 


+ 


>450 


+ 


47 


1M2 


1:5.000 


ND 


ND 


+ 


>450 


+ 


161,8 


IMS 


1:5.000 


ND 


ND 


+ 


>450 


+ 


6.67 


IM4 


1:50.000 


ND 


ND 


+ 


<20 ' 


+ 


>450 


IMS 


1:50.000 


ND 


ND 


+ 


>450 


+ 


166.7 


IM6 


1:500.000 


ND 


ND 


+ 


>450 


+ 


0 


IM7 


1:5.000.00 
0 


ND 


ND 




0 




0 



'Uisolamento del virus e la p27 plasmatica (pg/ml) erano effettuati 
come descritto nella legenda della tabella 17. Le scimmie erano 
inoculate con diluizioni crescenti dello stock virale per via endovenosa 
come descritto nel testo. 

Dopo 7 settimane dairinfezione gli animali infettati che gia nnostravano 
gravi segni di imnnunodeficienza erano vaccinati con la proteina Tat e il 



DNA del plasmide pCVTat secondo il seguente schenr^a. Le scinfinnie 
IM1, IMS, 1M5 e IMS ricevevano la proteina Tat (20 jag), risospesa in 
250 \xl di PBS-A contenente lo 0.1% di BSA e il 20% di plasma 
autologo e 250 ^1 di adiuvante Alum, per via sottocutanea in un sito nel 
dorso, e il DNA del plasmide pCVTat (1 mg), risospeso in 1 ml di PBS- 
A, per via intramuscolare in un sito, distinto dal precedente, nel dorso. 
Le scimmie IM2 e IM4 (controllo) erano inoculate con 250 ^1 di Alum e 
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250 ^il di PBS-A, contenente lo 0.1% di BSA e il 20% di plasma 
autologo, per via sottocutanea in un sito del dorso, e con 11 DNA del 
plasmide pCVO (1 mg), risospeso in 1 ml di PBS-A, per via 
intramuscolare in un sito del dorso, distinto dal precedente. La scrmmia 
IM7, non essendo stata infettata. non era sottoposta a vaccinazione. Le 
scimmie erano vaccinate al tempo 0 (corrispondente alia T settimana 
dopo rinfezione con SHIV) e dopo 1. 4. 5, 10, 11, 13. 14, 17 e 18 
settimane. Per valutare gli effetti della vaccinazione sulla progressione 
della malattia, ciascun animale era osservato giomalmente per la 
comparsa di segni apparent! di malattia, e inoltre da ogni scimmia 
erano prelevati 10 ml di sangue al tempo 0 e alia settimana 3, 8, 12, 16 
e 21 dairinizio della vacdnazione, per eseguire gli esami di laboratorio 
(analisi chimico-cliniche, elettroliti, conta dei leucociti, delle piastrine, 
deiremoglobina), per la valutazione dei paramelri immunologici, quali 
la presenza di immunoglobuline specifiche, i livelli di citochine del tipo 
Thi e Th2. la produzione di chemochine, per la caratterizzazione del 
fenotipo linfocitario (CD4. CD8, CD28, CD40, CD86, CD20, CD2, 
CD26, CD20). e per I'anallsi dei parametri virologici, quali la presenza 
di DNA virale nelle cellule con PCR semiquantitativa. la viremia 
plasmatica con RT-PCR competitive. Tantigenemia plasmatica (p27 
Gag) mediante saggi ELISA e la presenza di anticorpi contro gli 
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antigeni di SHIV cx>me descritto negli esempi precedenti. La 
somministrazione di altri richiami sard stabilita sulla base del risultati 
clinici. virologici ed immunologici. Dopo rultima inoculazione ii 
monitoraggio awerra con frequenza mensile ed ogni qualvolta siano 
apparsi segni indicanti un repentino cambiamento del quadro clinico. 
Campioni di PBMC. siero, plasma ed urine verranno congelati ad ogni 

controllo per successive valutazioni come descritto in precedenza. | 
^1 risultati attualmente disponibili di questo esperimento, relativi alia 8^ 
settimana dairinizio deirimmunizzazione, sono i seguenti. Nelle 
scimmie vaccinate e nei controlli non erano osservati segni di 
infiammazione e neoformazioni vascolari nei siti di inoculazione, ne' di 
sintomi generali nelle scimmie asintomatiche o di modificazioni della 
sintomatologia in animali gia sintomatici. Inoltre, non si sono osservati 

effetti transattivanti la replicazione virale. Infatti, i dati ottenuti indicano 1^ 
la mancanza sia di effetti tossici sia di aumento della replicazione virale ; 
^ negli animali vaccinati (Tabella 36). 
TABELLA 36 



Analisi dei parametri virologici 
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/ saggi sono stati determinati come descritto nella Tabella 17, Le 
scimmie IM1, IM3, IMS e IM6 erano inoculate con la proteina Tat (20 
pg) e Alum per via sottocutanea e con il PCVTat (1mg) per via 
^ intramuscolare. Le scimmie IM2 e IM4 (controlli) erano inoculate con 
Alum per via sottocutanea e con il PCVO (1 mg) per via intramuscolare. 
IM7 era una scimmia di controllo non infettaia e non vaccinata. 



Uanalisi al FACS indicava che il numero dei linfociti CD4+ e CD8+ non 
variava significativamente dopo vaccinazione (Tabella 37). 
TABELLA 37 



Analisi al FACS del numero dei linfociti CD4+ e CD8+ 
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Uanalisi era eseguita come deschtto nella legenda delta Tabella 18. Le 
scimmie IM1, IM3, IMS e IMS erano inoculate con la proteina Tat (20 
/jg) e Alum per via sottocutanea e con il PCVTat (1mg) per via 
intramuscolare, Le scimmie IM2 e IM4 (controlli) erano inoculate con 
Alum per via sottocutanea e con il PCVO (1 mg) per via intramuscolare. 
IM7 era una scimmie di controllo non infettata e non vaccinate. 

Cio' conferma che la preteina Tat e il DN A d el plasmide pCVT a t er a no 
ben tollerati dagli animali infettati e non erano tossici alle dosi 
somministrate e per le vie di inoculazione utilizzate e non aumentano la 
replicazione virale negli animali infettati. 

Esempio 7. "" 
La costimolazione con bialie anti-CD3/28 di linfociti CD4-I' 
purificati da scimmie infette con SIV> induce respansione 
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loQaritmica del numero delle cellule in assenza di sianificativa 
repllcazione e propaqazione del virus, 

Le cellule del sangue periferico sono state deplete della 
sottopopolazione CD8+ mediante I'impiego di biglie paramagnetiche 
anti-CD8 (Dynal, Oslo; Dynabeads M-450 CDS) e la purezza delle 
popolazioni ottenute e stata valutata tramite I'analisi citofluorimetrica e 
considerata accettabile se maggiore del 95%. Le cellule CDS deplete 

(denominate CD8"PBMC) sono state messe in coltura e stimolate con 
PHA (2pg/ml) e IL-2 (40 U/ml) o con biglie paramagnetiche 
previamente coniugate con due anticorpi monoclonali specifici per gli 
antigeni CD3 (Clone FN1S, Biosource) e CD2S (Clone 9.3) (biglie anti- 
CD3/28). Alio scopo di facilitare il legame con le biglie anti-CD3/28 
I'incubazione e awenuta su un dispositive rotante e le cellule 
coniu gate, selezio nate con Tausilio di un magne te, sono state 
denominate CD8-CD3+CD28+ e poste in coltura. La concentrazione 
delle cellule e stata riportata a quelle di partenza 3 volte a settimana ed 
e stata aggiunta IL-2 ove indicato; inoltre per quanto riguarda le cellule 
stimolate con biglie anti-CD3/28, esperimenti preliminari hanno 
dimostrato la convenienza deirutilizzo di un regime di stimolazione 
continue ripristinando il rapporto ottimale biglie:cellule ad ogni conta 
eseguita. Nostri studi hanno infatti dimostrato che in assenza di IL-2 
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esogena la sottopopolazione CD8-CD3+CD28+ prolifera 

significativamente meglio delle cellule CDS'PBMC in risposta alia 
costimolazione con biglie anti-CD3/28 e che Taggiunta di IL-2 (40 
U/nnL» 3 volte alia settimana) migliora significativamente la cinetica di 
proliferazione sia per durata che per numero di cellule ottenute (figura 
14). 

Alio scope di valutare Tattivita antivirale, cellule CD8-CD3+CD28+ 
purificate da 4 animali non infettati sono stati infettate al giomo 0 con 
0.1 M.O.I, di SIV e mantenute in condizioni di stimolazione continue; 

come controllo sono stati impiegati CD8-PBMC stimolati con PHA e IL- 
2. Uandamento deirinfezione e stato monitorato mediante 
determinazione dell'antigene virale p27 Gag nei sovranatanti delle 
colture utilizzando un kit ELISA commerciale (Coulter, Hialeah, FL). I 
llvelli di p27 (ng/ml^ misurati al gi onno 6 e 1 2 do po Tinfezione e riportati 
in figure 15 hanno indicate una netta differenza fra le due condizioni di 
stimolazione in termini di produttivitS deirinfezione. Infatti al giomo 6 la 
riduzione percentuale del la p27 rispetto ai campion! stimolati con PHA 
e IL-2 era compresa fra il 40% e 1*87% e al giomo 12 tale riduzione era 
incrementata in 2 soggetti su 4 indicando una minore permissivita delle 
cellule all'infezione virale. In un solo caso (MK 9401) abbiamo 
registrato la propagaztone dell'infezione anche nella condizione di 
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stimolazione con biglie anti-CD3/28. I risultati descritti dimostrano che il 
Macacus fascicularis rappresenta un buon modello per la espansione 
ex vivo di sottopopolazioni linfocitarie in assenza di significativa 
replicazione virale mediante costimolazione con biglie anti-CD3/28 e 
costituisce il razionale per un vaccino terapeutico basato sulla 
espansione e reinfusione, in soggetti infetti con HIV, di linfociti 
autologhi specifjci per gli antigeni virali proposti. 
Esempio 8 

Use delle cellule dendrittche a scopi vaccinali 

Le cellule dendritiche (DC) ed in minore misura i macrofagi sono in 
grado di presentare efficacemente gli Ag ai linfociti T ed indume la 
proliferazione o I'acquisizione di specifiche attivita citotossiche. Tali 
cellule sono dette pertanto "cellule presentanti TAg" (APCs) e sono in 
grado di iniziare la risposta immune. DC possono, quindi, essere 
utilizzate in protocolli di immunizzazlone ex vivo. A tali scopi, 1 
precursori delle DC erano isolati dal sangue periferico di Macaca 
fascicularis mediante coltura in vitro delle cellule aderenti con GM-CSF 
e IL-4 per 7 giomi, oppure mediante purificazione di cellule CD34* con 
metodiche immunomagnetiche e succe ssiva COHuid ;'// viliu con GM * 
CSF e TNF-a per 14 giomi. L'anaiisi morfologica e la caratterizzazione 
fenotipica (FACS analisi e immunoistochimica) erano condotte per 
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confermare I'identita delle cellule ottenute in coltura. L'analisi 
funzionale si basa sulla capacita delle DC di indurre la proliferazione di 
linfociti allogenici che e una carattehstica distintiva di queste cellule. 
I dati finora ottenuti confermano la messa punto della purificazione e 
della caratterizzazione funzionale delle DC, mentre la fenotipizzazione 
delle. cellule § parziale per la limitata cross-reattivit^ degli anticorpi 
monoclonali diretti contro marcatori di lineaggio umani con quelli di 
scimmia. In particolare. per quanto conceme la metodica di isolamento 
dei precursor! di DC, PBMC ottenuti dope stratificazione su gradiente di 
Ficoll, venivano ulteriormente stratificati su gradiente discontinue di 
Percoll (50% e 42,5 %). La frazione cellulare che, dopo centrifugazione 
a 500 g per 30', si poneva airinterfaccia fra i due gradient! era costituita 
prevalentemente da cellule di tipo monocitario (come confennato 
dairanalisi al FAGS, risultati non mostrati) che, tenute a 4** C per 
evitame Taderenza alia plastica. venivano raccolte, lavate, contate e 
messe in coltura a 37" C. II giomo successive le cellule non aderenti 
erano rimosse mediante 4 lavaggi delicati. Alle cellule aderenti veniva 
aggiunto tereno complete addizionato di GM-CSF (200 ng/ml, 
Leucomax, Sandoz, Milano, Italia) ed IL-4 (duu u/ml, Pepro Tech, 
London, England) per indurre la differenziazione in DC, o terrene 
completo in assenza di citochine per consentire 11 normale 
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differenziamento dei monociti in macrofagi. Ogni 3-4 giomi meta' del 
terreno veniva sostituito con terreno nuovo identico per composizione a 
quelle utilizzato al giomo 0. La maturazione in DC della frazione 
cellulare trattata con citochine veniva verificata con Tacquisizione delle 
caratteristiche morfologiche tipiche delle DC quail la dusterizzazione, 
la perdita dell'aderenza. lo sviluppo di propaggini. Le cellule monocito- 
macrofagiche aderenti lasciate in coltura senza I'aggiunta di citochine 
venivano trattate con EDTA (0,5 mM in PBS senza calcio e magnesio) 
per staccarle dalia plastica, lavate due volte, contate e risospese in 
terreno e concentrazione ottimale a seconda del test da effettuare. Per 
gli esperimenti di coltura mista leucocitaria allogeneica (AMLR), le 
APCs ottenute (DC o Macrofagi) erano cimentate con numeri fissi di 
linfociti T allogenic! purificati su gradiente di Ficoll, Percoll ed aderenza 
ed in seguito congelati. La AMLR veniva eseguita in piastre da 48 
pozzetti con 0.5 x 1 o® linfociti T e APCs in numero variabile. Al quarto 
giomo di coltura aliquote fisse di sospensione cellulare venivano 
piastrate in triplicato per ciascuna condizione in piastre da. 96 pozzetti; 
1|iCi di timidina tritiata veniva aggiunta a ciascun pozzetto e la piastre 
lasciata incubare per ib ore. ai termine deil'Incub aziu i iB bi p ro ced e va 
alia valutazione della quantita di timidina incorporate [conte per minuto 
(cpm)] dalle cellule tramite lettura ad un contatore a scintillazione. I 
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risultati ottenuti indicano che le DC cosi ottenute hanno potente 
funzione APC come dimostfato dalla loro capacita di indurre 
proliferazione di linfociti umani se comparata a quelle dei macrofagi 
(Figura 16 A), e di indurre la proliferazione di linfociti T di scimmia a 
tutte le concentrazioni usate (Figura 16 B). 

Per quanto conceme Tutilizzo delle DC per la vaccinazione, le DC, 
risospese alia concentrazione di 1 « 10V100 ml in RPMI 1640 
contenente il 5% di siero autologo, 10 mM di Hepes buffer, 10O U/ml di 
penicillina-streptomicina, 0.5 mg/ml di amfotericina B, e glutammina 
alio 0,03% saranno incubate per 2 ore a 37' C in presenza di Tat 0 di 
suoi peptidi o delle combinazioni Tat. Rev. Nef, Gag e/o citochine e 
successivamente inoculate 2 o piu' volte a distanza di 2-4 settimane 
per via endovenosa. Altemativamente, le cellule dendritiche verranno 
trasdotte con vettori contenenti il gene tat da solo o associate con gli 



altri vettori summenzionati e successivamente inoculate endovena.". 
Postilla 68: Pagina 59 della descrizione: Riga 1: dopo la parola 
"gordonii" radiare "commensale della cattivitS orale deiruomo) e 
inserire "e Lactobacillus)". 
Postilla 69: Pagina 59 della descrizione: Kij 
"Vaccine" radiare "1997, in press] e inserire: "15:1330 {1997); Pozzi et 
a!., in "Gram-positive bacteria as vaccine vehicles for mucosal 
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immunization", eds. Pozzi G. & Wells, J.M. - Landes. Austin, pl/Z&i 
(1997); Oggioni, et al.. Gene 169:85 (1996); Rush, et al., in "Griihr ■ 
positive bacteria as vaccine vehicles for mucosal immunization", eds. 
Pozzi G. & Wells, J.M. - Landes, Austin, p. 107 (1997); Medaglini et 
al.. Biothec. Anna Rev. 3:297 (1997); Medaglini et al.. Am. J. Reprod. 
Immunol. 39:199 (1998)]. Questi batteri funzionano come vettori vivi di 
vaccini, ed hanno il vantaggio di offrire una stimolazione prolungata del 
sistema immunitario. Verra inoltre valutata la possibilita di coesprimere 
sulla superficie batterica Ag virali e molecole coadiuvanti la risposta 
immunitaria quali la subunit^ B della tossina termolabile di £ coli o 
citochine. Per la preparazione dei ceppi ricombinanti di S. Gordonii si 
seguira la strategia precedentemente descritta [Oggioni et al. Vaccine 
13:775 (1995)]. In breve: (i) integrazione cromosomica delte molecole 

di DNA ricombinante; (ii) fusioni trascrizionali con promotori 

-J 

cromosomici forti; (iii) fusioni traduzionali con il gene di una proteina 
streptococcica di superficie (proteina M6). I ceppi ricombinanti di S, 
Gordonii verranno utilizzati per colonizzare la mucosa vaginale delle 
scimmie. E' stato dimostrato che i ceppi ricombinanti di S. Gordonii che 
esprimono il V3 della gpl2U e la proteina b/ di HHV-16 color lizzaiiu in 
maniera stabile la mucosa vaginale del topo dopo un singolo inoculo, 
inducendo una risposta anticorpale Ag-specifica sia locale che 
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sistemica con prevalenza in quest'ultima di lgG2a, che suggerisce una 
risposta di tipo Th1 [Medaglini et al., Biotech. Annu. Rev. 3:297 (1997); 
Medaglini et al., Vaccine 15:1330 (1997)]. Saranno selezionati ceppi di 
lattobacilli vaginali umani che siano in grado di colonizzare la mucosa 
vaginale delta scimmia e quindi si utilizzer^ un sistema genetico, gia 
sviluppato, che consente I'espressione di Ag eterologhi sulla superficie 
dei lattobacilli (Rush, 1997). La strategia utilizzata si basa su: (i) 
clonaggio delle fusioni geniche (emmS/gene eterologo) in vettori di 
inserzione che portano omologie con il trasposone coniugativo Tn916; 
(ii) trasfonnazione di questi vettori in ceppi batterici che fungono da 
ospite intemnedio [Bacillus subtilis); (iii) mobilizzazione coniugativa dei 
trasposoni ricbmbinanti da S. subtilis a ceppi di Lactobacillus. 1 ceppi 
ricombinanti di Lactobacillus saranno utilizzati per colonizzare la 
mucosa vaginale dell scimmie. 



Campioni vaginali verranno prelevati utilizzando special! filtri 
assorbenti [Di Fabio et al., submitted; Medaglini et al., Biotech. Annu. 
Rev. 3:297 (1997); Medaglini et al.. Vaccine 15:1330 (1997)]. La 
colonizzazione verra valutata piastrando i campioni vaginali su piastre 
selettive e Tespressione oegii 
immunofluorescenza degli strisci vaginali assorbenti [Medaglini et al.. 
Biotech. Annu. Rev. 3:297 (1997)]. Con metodiche gia standardizzate 
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[Di Fabio et al.. submitted], i campioni vaginali verranno utilizzati per i) 
analisi dello sthscio vaginale tramite test di Papanicolau, nel caso di 
vaccinazione vaginale; ii) presenza nelle cellule di antigeni vaccinali; 
iii) carattehzzazione fenotipica delle cellule mediante analisi 
citofluorometrica (CD1, CD2, CD4, CDS. CDS, CD11c, CD14, CD20. 
CD28, CD40, CD25, HLA-DR); iv) valutazione della espressione di 
citochine (IL-2, IFNy, TNFa. IL-4. IL-10. IL-15. RT-PCR 
semiquantitativa). determinazione di citochine e pchemochine nei 
liquidi mucosjali, tramite sagi ELISA; v) dosaggio delle immunoglobuline 
(IgA. IgG) presenti nel fluido mucosale tramite ELISA [Di Fabio et al.. 
Vaccine 15: 1 (1997)], Verranno dosate in ciascun campione le 
immunoglobuline totali e specifiche. Un mese dopo Tultima 
vaccinazione le scimmie saranno infettate per via endovenosa o 
mucosale con lo SHIV 89.6P. II follow-up delle scimmie sara effettuato 
come descritto neirEsempio 4, Verranno prelevati campioni di sangue 
per eseguire gli esami di laboratorio. la valutazione di parametri 
Immunologic], umorali e cellulari. come descritto neU'Esempio 4.". 
Postilia 70: Pagina 59 della descrizione: Riga 9: dopo la parola 
"scimmie" radiare "cynomolgus"." 

Postilia 71: Pagina 59 della descrizione: Riga 11: dopo la parola * 
"indotta" radiare: "con gli immunogeni proteici descritti sopra, " e 
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inserire "somministrando gli immunogeni proteici, descritti sopra, 
direttamente per via mucosale in presenza di adiuvanti, quail la lossina 
termolabile di £ coli e la tossina colerica. oppure". 
Postilla 72: Pagina 59 della descrizione: Dopo Tutima riga, andare a 
capo e inserire: " L'inventore ritiene. inoltre, che vettori erpetici 
ricombinanti, esprimenti le proteine virali sopra descritte possano 
essere ottimi sistemi per indurre un'efficace immunity mucx)sale. Si 
utilizzeranno vettori virali ricombinanti del virus dell'herpes simplex di 
tipo 1 (HSV-1) per esprimere proteine virali per Tinduzione di una 
risposta sistemica (mediante immunizzazione cutanea, i.d.) e mucosale 
(per via orale. vaginale o nasale). Si utilizzeranno vettori erpetici non 
replicativi,' apatogeni [Marconi et al., Proc. Natl. Acad. Sci 93:11319 
(1996)]. Si sfrutta I'abilit^ di quest! vettori di contenere estese 
sequenze esogene senza interferire nell'efficienza d'infezione [Glorioso 
et at, Ann. Rev. Microbiol. 49:675 ( 1995); Huard et ai. Gene Ther. 
2:385 (1995)]. Si costruiranno vettori capaci di contenere piCi geni di 
HIV (regolatori, accessori e strutturali). Uimmunita mucosale potrebbe 
richiedere Tuso di un vaccino somministrato oralmente. per via vaginale 
o nasale. I vettori erpetici possono ussb i e inle r es&anti por quootfr - 
approcci vaccinali data la capacita di HSV-1 di essere somministrato in 
modo diretto per via mucosale [Bowen et al., Res. Virol. 143:269 
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(1992); Kuklin et aL, J, Virol. 240:245 (1998)]. I virus ricombinanti 
saranno costruiti utilizzando un metodo a due steps ciie facilita 



gene reporter § sostituito dal gene desiderato. I ricombinanti saranno 
identificati attraverso la selezione di placche con un fenotipo bianco 
dopo colorazione con x-gal. Questa ricombinazione portera anche alia 
eliminazione del siti Pad permettendo di usare questo metodo 
ripetutamente per inserire moiti geni in diversi loci del genoma virale di 



rinserzione di sequenze esogene nel genoma virale. 11 primo step j'/ . [| 
richiede I'inserzione di una cassetta di espressione con un gene^,. 
reporter (p-galoctosidase, LacZ) donate nel sito di restrizione Pad, 
non presente nel genoma virale di HSV-I, fiancheggiato dalla 
desiderata sequenza target di HSV-1 , usando la procedura standard di 
ricombinazione omologa per interrompere il gene di HSV-1. II 
ricombinante viene selezionato per la formazione di placche con un 
fenotipo blu. utilizzando "I'x-gal staining". La digestione del DNA virale 
con Pad porta al rilascio del gene marker e alia generazione di due 
grandi frammenti di DNA virale incapaci di produrre particelle virali 
infettanti. II secondo step consiste in una co-trasfezione del DNA virale 
digerito con lo stesso plasmide usato per aeare la delezione, dove il 




HSV-1 [Krisky et al.. Gene Ther. 4:1120 (1997)]. Uincrodo dei diversi 
vettori contenenti i singoli geni permettera di creare geneticamente 
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tutte le diverse combinazioni. Attraverso lo screening con diversi 
markers, fenctipi e crescita selettiva su cellule completanti sar^ 
possibile isolare il vettore contenente tutti i geni desiderati. Tutte le 
combinazioni saranno quindi create con Taltemarsi di trasfezioni di 
DNA e ricombinazioni di virus. 

Saranno costruiti vettori esprimenti i singoli geni tat, rev, nef o gag, 
utilizzando come vettore di base quello contenente le mutazioni nei 
geni 4-/22-/27-/41 che 6 considerate superiore in termini di ridotta 
tossicit^ ed estesa espressione del gene esogeno, rispetto ad altri 
vettori HSV-1 non replicativi. Saranno usati promotori costitutivi quali 
HCMV (human cytomegalovirus immediate early promoter), TICPO lep 
(infected cell protein immediate early promoter) ed il Moloney Murine 
Leukemia virus LTR, per indurre T espressione dei geni sopra 
menzionati. 

Saranno costruiti vettori HSV-I non replicativi esprimenti proteine di 
HIV in diverse combinazioni. La produzione di questi virus contenenti 
pit! geni sara realizzata tramite un crossing over genetico dei vettori 
contenenti i singoli geni descritti nel punto precedente. Saranno creati 

doppi. l i ip l i e quddm pl i v e ttori: ■ . — 

1 vettori saranno utilizzati per I'inoculazione nelle scimmie i.d. o per via 
mucosale (orale, vaginale o nasale) con particolare attenzione a 



94 



questultimo tipo di somministrazione [Bowen et al., Res. Virol. 143:269 
(1992); McLean et aL, J. Infect. Dis. 66:341 (1994) e Vaccine 14:987 
(1996)]. Lo schema di vaccinazione prevede inoculi multipli ad intervalli 
di tempo da determinate a seconda deirimmunogeno o della 
combinazione di immunogeni. Durante I'immunizzazione gli animali 
saranno monitorati per la valutazione del parametri ematochimici e 
immunologici come descritto neirEsempio 4. Con metodiche gia 
standardizzate (Di Fabio et al.. submitted), verranno prelevati campioni 
vaginali che saranno studiati come descritto precedentemente in 
questo Esempio. 
Esempio profetico 10. 
Sistemi di delivery 

Tat (proteina e/o DNA) da sola o in combinazione con gli altri sopra 
descritti verra inoculata utilizzando nuovi sistemi di delivery, quali 



eritrociti o nanoparticelle. 

Per quanto riguarda gli eritrociti come sistemi di delivery, la procedura 
proposta si basa sulla possibilita di veicolare antigen! legati sulla 
membrana di eritrociti autologhi. Gli eritrociti, alia fine della loro vita 
(neiruomo 120 giomi), sono hmossi dal circolo dalle c^ 
macrofagico, notoriamente professioniste della presentazione 
deirantigene. Questa proprieta puo essere opportunamente sfruttata a 
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scopi vaccinali. Pertanto, si utilizzera una tecnica che permette di 
legare I'antigene sulla membrana degli eritrociti [Magnani et al.. 
Biotech. Appl. Biochem. 16: 188 (1992); Magnani et aL, Biotech. Appl. 
Biochem. 20: 335 (1994)], e di conservarne le sue capacita 
immunogenniche [Chiarantini et al., Vaccine 15: 276 (1997); 
Chiarantini e at., Clin. Diag. Lab. Immunol. 5: 235 (1998)]. Tramite tale 
procedura, gli eritrociti possono essere biotinilati senza essere 
danneggiati e senza alterare significativamente la loro soprawivenza 
in circolo [Magnani et aL, Biotech. Appl. Biochem, 16: 188 (1992)]. Gli 
eritrociti biotinilati possono funzionare come carrier per immunogeni 
quando questi siano opportunamente biotinilati. Gli eritrociti cosi 
modificati circolano normalmente fino a quando non sono rimossi dal 
sistema macrofagico che presenter^ I'antigene inducendo una risposta 
immune. La conseguente • produzione di anticorpi opsonizzer^ gli 
eritrociti leganti I'antigene accelerandone la rimozione dal circolo. I 
principali vantaggi di tale metodica sono riconducibili alia ridotta 
quantity di antigene necessaria per indurre una risposta umorale e 
cellulare, alia possibilita di una immunizzazione protratta per tutto il 
periodo di permanenza in circolo dell'eritrocita legante I'antigene e aa 
un effetto adiuvante esercitato dal sistema stesso. E' stato infatti 
dimostrato negli animali da esperimento che la somministrazione dello 
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stesso antigene legato sulla membrana di eritrociti autologhi induce 
una hsposta immunitaria negli animali uguale o superiore a quella 

ottenuta con ruse deiradiuvante di Freund [Chiarantini et al., Vaccine / 

I 

15: 276 (1997)]. Queste proprieta sono estremamente utili per lo 
sviluppo di un vaccine anti-HIV; in particolare quando sia necessario 
incrementare rimmunogenicita deirantigene, quando la disponibilita 
deirantigene costituisca un fattore limitante e quando, in particolare. si 
voglia ottenere una vaccinazione con un ridotto numero di 
immunizzazioni. Inoltre tale strategia potri essere importante qualora si 
voglia evitare la sommintstrazione di un adiuvante. Infatti, e stato 
dimostrato, nel modello murino, che la somministrazione di antigene 
mediante eritrociti autologhi produce risposte immunitarie uguali o 
superior! a quelle ottenute con il piu forte adiuvante in commercio 
(adiuvante di Freund) [Chiarantini et al, Vaccine 15: 276 (1997)], che, 
in aggiunta, non puo essere utilizzato neiruomo a causa dei suoi effetti 
coilaterali. Pertanto si potra valutare nei primati non umani Teffetto 
adiuvante di eritrociti leganti la proteina Tat da sola o in combinazione 
con gli altri immunogeni descritti precedentemente utilizzando come 
riTenmenio le risposte Iriirnuncjl uyiuhb ulter i ute uor t la somm i niotroz i ono 
degli stessi immunogeni con Alum. RIBI o ISCOM. 
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Un'utteriore strategia di delivery § rappresentata dalle nanoparticelle. 
Nanoparticelle funzidnali rappresentano sistemi estremamente 
interessanti per il trasporto ed il rilascio controllato di proteine e DNA 
[Chavany et al., Phar. Res. 9: 441 (1994); Zobel et al., Antisense 
Nucleic Acid Drug Dev. 7: 483 (1997)] in quanto possono essere 
realizzate con elevate grado di affinity nei confronti di queste molecole 
biologicamente attive. Le nanosfere sono particelle polimeriche 
colloidali, di differente composizione chimica, variabili in grandezza da 
10 a 1000 nm. Alia superficie. o al lore interne, e possibile adsorbire 
sostanze di diverse nature (oligonucleotidi. farmaci, proteine, peptidi, 
DNA) che vengono in tal mode veicolate nei citoplasma o nel nucleo 
della cellula dove sono rilasciate gradualmente. Queste proprieta, 
inoltre, permettono di utiizzare quantita estremamente basse di 
sostanza. Le nanoparticelle costistuiscono quindi un ottimo sistema di 
delivery soprattutto per quelle sostanze che, per loro natura, sarebbero 
instabili nell'ambiente intracellulare o di cui si voglia aumentame 
refficacia o la veicolazione verso cellule specifiche. 
L'inventore ritiene che nanosfere possano essere con efficacia 
• utilizzate come sistema di aeiivery oegii anttgeni vl^all sopra cJesuiLli. 
E' possibile preparare e caratterizzare tre tipi di nanosfere progettate 
per la veicolazione ed il rilascio controllato di DNA (nanosfere tipo 1 e 
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2) e proteine (nanosfere tipo 3). Per quanto riguarda la veicolazione di 
DNA, si possono preparare due lipi di nanosfere (nanosfere tipo 1 e 2). 
II primo tipo di nanosfere (nanosfere tipo 1) ha struttura a triple strato 
costituita da uno strato piu estemo a base di catene di 
poliossietilenglicole (PEG) che, sulla base di recenti studi sui sistemi 
stealth [Allen et al.. Biochim.. Biophis. Acta 1237: 99 (1995); Lasic et 
aL. Chemical Reviews 95: 2601 (1995)], dovrebbero rendere le 
nanosfere invisibili alle cellule di Kupfer. uno strato piu interne 
costituito da monomeri con caratteristiche di tensioattivi contenenti 
gruppi ammonici quaternari in grado di adsorbire reversibilmente il 
DNA attraverso un meccanismo di scambio ionico, ed un core intemo a 
base di metilmetacrilato come monomero. Queste nanosfere si 
ottengono mediante polimerizzazione in microemulsione che prevede 
la polimerizzazione di un monomero vinilico o vinilidenico in presenza 
di una miscela di tensioattivi reattivi, cioe in grado di partecipare alia 
polimerizzazione del monomero, di cui uno deve presentare un gruppo 
ammonico quatemario in grado di interagire con gli oligonucleotidi e 
raltro deve presentare una lunga catena di PEG (M. Laus, It. Pat. 

B097A 000641). " 

II secondo tipo di veicolante del DNA e costituito da nano e microsfere 
funzionali (nanosfere di tipo 2) con caratteristiche di idrogelo. La 
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formazione di queste nanosfere dpvrebbe awenire in presenza della 
soluzione di ONA intrappolandolo cost air intemo del veicolante. 
Per quanto riguarda le proteine, si preparano delle nanosfere core- 
shell (nanosfere di tipo 3) costituite da un core interno di 
polimetilmetacrilato e da un guscio estemo fatto da un copoiimero 
idrosolubile statistic© di acido acrilico e di metilmetacrilato, 
caratterizzate da un elevato grado di affinity nei confronti delle proteine 
(Laus et al., Polymer 37: 343 (1996); Laus et al., Polymers for Adv. 
Techn. 7: 548 (1996)]. Questo copoiimero e commerciale (EUDRAGIT) 
ed e ottenibile con varie percentuali dei due comonomeri. II process© di 
preparazione che porta aH'ottenimento di questo secondo tipo di 
nanosfere, 6 costituito dalla polimerizzazione in dispersione. La sintesi 
prevede la polimerizzazione radicalica di un monomero vinilico o 
vinilidenico in presenza delPEUDRAGIT che funge da stabilizzante 
sterico. Dopo la nucleazione delle nanosfere I'EUDRAGIT si dispone 
estemamente alle particelle. Variando quindl la concentrazione 
deH'iniziatore radicalico, il rapporto tra il monomero e TEUDRAGIT ed il 
tempo di reazione, si ottengono vari campioni di nanosfere con 

carattensiicne monologlche e ctiimiclie varieyaly. — 

Pertanto si potra valutare se Tat proteico o a DNA, da solo o in 
combinazione con gli immunogeni (proteici o a DNA) sopra citati, 
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veicolati da nanoparticelle siano in grado di indurre una risposta 
immune verso THIV, sia umorale che cellulo-mediata, piu intensa -p^ 
prolungata in paragone a quella indotta dagli immunogeni non veicbl'atf 
nel modello della scimmia. ^ - 

L'inventore ritiene che le informazioni derivanti da tali studi possano* 
essere di estrema utilita per lo sviluppo di un vaccino anti-HIV. Inoltre. 
le informazioni derivanti dalla sperimentazione potranno essere 
trasferite anche ad altri studi vaccinali, in particolar modo quando 
vengano impiegate proteine o peptidi ricombinanti con basse 
immunogenita. La possibilita di sviluppare uno schema vaccinale a 
singola somministrazione porterebbe incredibili vantaggi in termini di 
efficacia degli schemi vaccinali e alia riduzione dei costi di gestione di 
programmi di vaccinazione. 

Postilla 73: Pagine 60 e 61 della descriizone: radiare tutte le 
rivendicazioni e sostituire con: 

"1. Vaccino proteico o.peptidico o a DNA, profilattico e/o terapeutico, 
contro TAIDS, i tumori, le sindromi ed i sintomi associati airinfezione da 
HIV, comprendente la proteina Tat wild-type nella sua forma attiva e/o 
suoi mutant! e/o relative porzioni dt proteina o peptidi, o il DNA 
codificante per dette proteine o dette porzioni o peptidi. 
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2. Vaccino secondo la riv. 1 in cui Tat ha la seguente sequenza 
nucleotidica (Seq. 1 ): 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 

GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3* e qualsiasi 

aitra variante di Tat di qualsiasi tipo o sottotipo di HIV. 

3. Vaccino secondo la riv. 1 in cui Tat ha la seguente sequenza 
aminoacidica: 

NH2-EPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKAISY 
GRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH e 
qualsiasi altra variante di Tat di qualsiasi tipo o sottotipo di HIV. 

4. Vaccino secondo la riv. 1 in cui i mutanti sono sceiti fra quelli aventi 
le seguenti sequenze nucleotidiche o parti di esse: 

Sequenza nucleotidica del mutante cys22 (Seq. 2) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCGGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 
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GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 
ATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 
Sequenza nucleotidica Iys41 (Seq. 3) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAACGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 

GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

Sequenza nucleotidica del mutante RGOA (Seq. 4) 

sJmggagccagtagatcctagactagagccctggaagcatccagg 

aagtcagcctaaaactgcttgtaccaattgctattgtaaaaagtgtt 

gctttcattgccaagtttgtttcataacaaaagccttaggcatctc 

ctatggcaggaagaagcggagacagcgacgaagacctcctcaag 

gcagtcagactcatcaagtttctctatcaaagcagcccacctccca 

atccccgacaggcccgaaggaatag3' 

Sequenza nucleotidica del mutante Iys41-RGDA (Seq. 5) 
5$\TGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 



AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAACGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 
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GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 
ATCCCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

5. Vaccino secondo la riv. 1 in cui i mutanti sono sceiti fra quelli aventi 
le seguenti sequenze amminoacidiche o parti di esse: 

Sequenza aminoacidica del mutante cys22 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTAGTNCYCKKCCFhlCQVCFITKA 
LGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 
Sequenza aminoacidica lys41 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITTALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 
Sequenza aminoacidica del mutante RGOA 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE-COOH 
Sequenza aminoacidica del mutante Iys41-RG0A 
NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITTALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE-COOH 

6. Vaccino secondo la riv. 1 in cui le porzioni di Tat sono scelte fra le 
sequenze peptidiche 

Pep. 1. MEPVDPRLEPWKHPGSQPKT 
Pep. 2. ACTNCYCKKCCFHCQVCFIT 
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Pep. 3. QVCFITKALGISYGRK 
Pep. 4. SYGRKKRRQRRRPPQ 

Pep. 5. RPPQGSQTHQVSLSKQ /'' 

h. 

Pep. 6. HQVSLSKQPTSQSRGD \r- 
Pep. 7. PTSQSRGDPTGPKE 

7. Vaccino secondo le riv. 1-6 comprendente proteine o peptidi 
coniugati con I'epitopo T-helper universale del tossoide tetanico o altri 
peptidi T-helper; 

8. Vaccino secondo le riv. 1-7 in combinazione con proteine 
ricombinanti o peptidi di Nef. Rev o Gag di HIV, o loro parti. 

9. Vaccino secondo la riv. 1 comprendente proteine di fusione Tat (wild 
type o suoi nnutanti)/Nef, Tat (wild type o suoi nnutanti)/Rev, Tat (wild 
type 0 suoi mutanti)/Gag o parte delle stesse. 

10. Vaccino secondo le riv. 1-9 in combinazione con proteine 
ricombinanti di citochine immunomodulatorie o altre molecole, o parti 
delle stesse, potenzianti la risposta immune antivirale. 

1 1 . Vaccino secondo la riv. 1 in cui le citochine sono lL-12 e/o IL-15. 

12. Vaccino secondo la riv. 1 comprendente proteine di fusione Tat 
(wild type o suoi mutant! )/citochine immunomodulatorie, Tat (wild type o 
suoi mutanti)/IL12, Tat (wild type o suoi mutanti)/IL-15. Tat (wild type o 
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suoi mutanti)/altre molecole, o parte delle stesse, potenzianti la 
risposta immune antivirale. 

13. Vaccino a DNA secondo le riv. 1, 2, 4 comprendente DNA 
codificante Tat wild-type o i suoi mutanti o parti di essi, inserito in un 
vettore di espressione. 

14. Vaccino a DNA secondo le riv. 1, 2. 4 in combinazione con un 
vettore di espressione comprendente geni rev, nef e gag di HIV, o 
parte degli stessi. 

15. Vaccino a DNA secondo le riv. 13 o.14 in cui il vettore e un 
plasmide co-esprimente tat (wild-type o i suoi mutanti)/rev, tat (wild- 
type 0 i suoi mutanti)/nef, tat (wild-type o i suoi mutanti)/gag o parti 
degli stessi. 

16. Vaccino a DNA secondo le riv. 1, 2, 4 in combinazione con 
molecole a DNA inserite in un vettore di espressione codificante 
citochine immunomodulatrici o altri immunomodulatori, o parte degli 
stessi, potenzianti la risposta immune antivirale. 

17. Vaccino a DNA secondo la riv. 16 in cui la citochina 6 IL-12 e/o IL-15, 

18. Vaccino a DNA secondo le riv. 16 o 17 in cui il vettore e un 
plasmide co-esprimente tat (wild-type o suoi mutanti)/IL-12, tat (wild- 
type 0 suoi mutanti)/IL-15, tat (wild-type o suoi mutanti)/altre molecole, 
o loro parti, in grado di potenziare la risposta immune antivirale. 
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19. Vaccino secondo le riv. 13-18 in cui il vettore 6 pCVO. 

20. Vaccino secondo le^ riv. precedent! comprendente cellule 
dendritiche autologhe tal ' quali e/o modificate secondo le riv. 
precedent!. 

21. Vaccino secondo le riv. precedent! comprendente adiuvanti che ne 
potenzino la risposta immune. 

22. Vaccino secondo la riv. 21 in cui Tadiuvante e scelto fra Alum. 
ISCOM, RIBI e relative miscete/ 

23. Vaccino secondo le riv. precedent! comprendente sistemi di 
veicolazione e di riiascio. 

24. Vaccino secondo la riv. 23 in cui detti sistemi sono sceiti fra 
nanoparticelle, vettori erpetici, globuli rossi, batteri e relative 
combinazioni. 

25. Vaccino secondo la riv. 24 in cui i batteri sono sceiti fra lo 
Streptococcus gordonii e il llattobacillus. 

26. Vaccino secondo le riv. 24 e 25 in cui i batteri sono ingegnerizzati 
per esprimere antigeni virali. 

27. Vaccino secondo le riv. precedent! per I'immunizzazione di cellule 
del sangue periferico di soggetti infettati, che siano espanse tramite co- 
stimolazione con anticorpi anti-CD3 e anti-CD28 supportati su biglie 
paramagnetiche. 
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28. Vaccino terapeutico secondo le riv. precedenti, combinato con 
inibitoh delta replicazione virale. 

29. Vaccino secondo le riv. precedenti in cui il principio attivo/e 
veicolato per rimmunizzazione mucosale (nasale, orale, vaginale o 
rettale). 

30. Vaccino. secondo le riv. precedenti in cui il principio attivo 6 
somministrato per via sistemica o locale. 

31 . Vaccino secondo la riv. 30 in cui il principio attivo e somministrato 
per via intramuscolare, sottocute, intradermica. 

32. Vaccino secondo le riv. 29-31 in cui il principio attivo e veicolato in 
siero autologo. 

33. Sequenza nucleotidica di Tat (Seq. 1): 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 

GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG 3' 

34. Sequenza aminoacidica di Tat: 

NH2-EPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKAISY 
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GRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 

35. Proteina mutante di Tat avente la sequenza nucleotidica sceltafra: 

Sequenza nucleotidica del mutante cys22 (Seq. 2) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCGGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 

GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

Sequenza nucleotidica Iys4i (Seq. 3) 

5'ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTA'CCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAACGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 

GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

Sequenza nucleotidica del mutante RGD6 (Seq. 4) 

5ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 
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GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3 ' 

Sequenza nucleotidica del mutante lys41-RGDi3 (Seq. 5) 

5ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCC i; rGGAAGCATCCAGG 

AAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTT 

GCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAACGCCTTAGGCATCTC 

CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAG 

GCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAGCCCACCTCCCA 

ATCCCCGACAGGCCCGAAGGAATAG3' 

36. Sequenza amminoacidica di mutant! di Tat scelta fra: 

Sequenza aminoacidica del mutante cys22 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTAGTNCYCKKCCFHCQVCFITKA 
LGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 
Sequenza aminoacidica Iys41 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITTALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE-COOH 
Sequenza aminoacidica del mutante RGD^i^ 

NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNv;YCKKCCFHCQVCFITKALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE-COOH 
Sequenza aminoacidica del mutante Iys41-RGDD 
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NH2-MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITTALG 
ISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSPTGPKE-COOH 

37. Mutante di Tat avente una sequenza peptidica scelta fra: 
Pep. 1. MEPVDPRLEPWKHPGSQPKT 

Pep. 2. ACTNCYCKKCCFHCQVCFIT 
Pep. 3. QVCFITKALGISYGRK 
Pep. 4. SYGRKKRRQRRRPPQ 
Pep. 5. RPPQGSQTHQVSLSKQ 
Pep. 6. HQVSLSKQPTSQSRGD 
Pep. 7. PTSQSRGDPTGPKE 

38. Vettore di espressione comprendente una sequenza di DNA scelta 
fra quelle indicate nelle riv. 33 e 35 o parti di esse. 

39. Vettore di espressione pCVO comprendente una sequenza di DNA 
scelta fra quelle indicate nelle riv, 33 e 35 o parti di esse. 

40. Vettore di espressione pCVO comprendente cDNA scelto fra quelli 
dei geni tat, rev, nef, gag,'IL-12, IL-15 e relative combinazioni. 

41. Cellula trasformata comprendente 11 vettore secondo le riv. 38-40. 

42. Cellule dendritiche inoculate con Tat o suoi peptidi o mutanti o 
combinazioni con Rev, Nef e Gag e/o citochine. 

43. Cellule dendritiche trasdotte con vettori di espressione contenenti il 
gene tat. 
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44. Processo per la produzione della proteina Tat o di suoi mutanti o di 
sue forme ricombinahti o parti di esse consistente nel coitivare la 
cellula secondo la riv. 41 e neH'isolare la proteina o una sua parte cosi 
prodotta. 

45. Processo per la preparazione del vettore pCVO comprendente un 
cONA secondo la riv. 40 consistente neH'amplificare detto cONA 
mediante tecnica PGR utilizzando primers sceiti fra: 

Seq. P1. Primer forward Rev: 5'ATGGCAGGAAGAAGC3' 
Seq. P2. Primer reverse Rev: 5'CTATTCTTTAGTTCC3' 
Seq. P3. Primer forward Nef: 5'ATGGGTGGCAAGTGG3' 
Seq. P4. Primer reverse Nef: 5TCAGCAGTCCTTGTA3' 
Seq. P5. Primer forward Gag: 5'ATGGGTGCGAGAGCG3' 
Seq. P6. Primer reverse Gag: 5'TTATTGTGACGAGGG3' 
Seq. P7. Primer forward IL-12: 5'ATGTGGCCCCCTGGG3' 
Seq. P8. Primer reverse IL-12: 5'TTAGGAAGCATTCAG3' 
Seq. P9. Primer forward IL-15: 5'ATGAGAATTTCGAAA3' 
Seq. P10. Primer reverse IL-15: 5'TCAAGAAGTGTTGAT3' 
Seq. P 11. Primer forward Tat: 5'ATGGAGCCAGTAGAT3" 
Seq. P12. Primer reverse Tat: 5'CTATTCCTTCGGGCC3' 
Seq. PI 3. Primer forward Tat/Rev: 5'GGCCCGAAGGAAATGGCA 
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GGAAGAAGC3' 

Seq. P14. Primer forward Tat/Nef: 5' GGCCCGAAGGAAATGGGT '* 
GGCAAGTGG3' 

Seq. P15. Primer forward Tat/Gag: 5' GGCCCGAAGGAAATGGGTGCG 
AGAGCG3' 

Seq. P16. Primer forward Tat/IL-12: 5' GGCCCGAAGGAAATGTGGC 
CCCCTGGG3' 

Seq. P17. Primer forward Tat/IL-15: 5' GGCCCGAAGGAAATGAGAAT 

TTCGAAA3' 

46. Primer scelto fra: 

Seq. P1. Primer forward Rev: 5'ATGGCAGGAAGAAGC3' 
Seq. P2. Primer reverse Rev: 5'CTATTCTTTAGTTCC3' 
Seq. P3. Primer forward Nef: 5'ATGGGTGGCAAGTGG3' 
Seq. P4. Primer reverse Nef: 5TCAGCAGTCCTTGTA3' 
Seq. P5. Primer forward Gag: 5'ATGGGTGCGAGAGCG3' 
Seq. P6. Primer reverse Gag: 5'TTATTGTGACGAGGG3' 
Seq. P7. Primer forward IL-1 2: 5'ATGTGGCCCCCTGGG3' 
Seq. P8. Primer reverse IL-1 2: 5'TTAGGAAGCATTCAG3' 
Seq. P9. Primer forward IL-1 5: 5'ATGAGAATTTCGAAA3' 
Seq. P10. Primer reverse IL-15: 5TCAAGAAGTGTTGAT3' 
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Seq. PH.Primer forward Tat: 5'ATGGAGCCAGTAGAT3' 
Seq. P12. Primer reverse Tat: 5'CTATTCCTTCGGGCC3' 
Seq. P13. Primer forward Tat/Rev: 5'GGCCCGAAGGAAATGGCA 
GGAAGAAGC3' 

Seq. P14. Primer forward Tat/Nef: 5" GGCCCGAAGGAAATGGGT 
GGCAAGTGG3' 

Seq. P15. Primer forward Tat/Gag: 5' GGCCCGAAGGAAATGGGTGCG 
AGAGCG3' 

Seq. P16. Primer forward Tat/IL-12: 5' GGCCCGAAGGAAATGTGGC 
CCCCTGGG3' 

Seq. PI 7. Primer forward Tat/IL-15: 5' GGCCCGAAGGAAATGAGAAT 
TTCGAAA3'. 

47. Processo per preparare un vaccino secondo le riv. precedent! in cui 
ii principio attivo, in forma iiofila, viene risospeso in siero autologo per 
la somministrazione. 

48. Impiego di proteina Tat wild-type nella sua forma attiva e/o suoi 
mutanti e/o relative porzioni di proteina o peptidi o ii DNA codiflcante 
per dette proteine o dette porzioni o peptidi per realizzare un vaccino 
proteico o peptidico o a DNA, profilattico e/o terapeutico, contro I'AIDS, 
1 tumori, le sindromi ed i sintomi associati all'lnfezione da HIV. 
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49. Impiego di adiuvanti Alum, ISCOM, RIBI da soli o in combinazione 
per realizzare un vaccino secondo la riv, 1 . 



monoclonali anti-CD3 e anti-CD28 per realizzare un vaccino secondo 
la riv. 1.". 

Postilla 74: Nel testo, ovunque si trovi la numerazione di tipo 
anglosassone sostituiria con la numerazione di tipo italiano. 
Postilla 75: Sostituire ie Figure con le Tavole da 1 a 16. 



50. Impiego di biglie paramagnetiche supportanti gli anticorpi 



Roma, 



2 0 OTT. 1998 
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MINISTERO DELL'INDUSTRIA COMMERCIO ED ARTIGIANATO 
Ufficio Italiano Brevetti e Marchi - ROMA 



ISTANZA Dl CORREZIONE FORMALE 
Oggetto: Domanda di Brevetto per Invenzione Industriale n. 
RM97A000743 depositata il 01.12,1997 a none Istituto Superiore di 
Sanita dal titolo: "Tat di HIV-1 o suoi derivati, da soli o in combinazione, a 
scopo vaccinale, profilattico o terapeutico, contro TAIDS, i tumori e le 
sindromi associate." 

In base all'Art. 49 del DPR 22.06.79 n. 338 il sottoscritto Istituto Superiore 
di Sanita di nazionalita italiana con sede in Roma Viale Regina Elena, 
299 - 00161 Roma, a mezzo mandatari Dr.ssa Gemma Gervasi (n. 238 ), 
Dr. Diego Pallini (n. 484), Dr. Giorgio Moretti (n. 206), Dr. Angelo Passini 
(n. 73), Ing. Giorgio Coggi (n. 148), Dr. Livio Brighenti (n. 475), Drssa 
Maria Vittoria Primiceri (n, 465), Dr.ssa R.C. Asensio (n. 504), Dr. G. 
Mariani (n. 329) (disgiuntamente) della NOTARBARTOLO & GERVASI 
S.p.A., Via Savoia, 82 - Roma, presso cui elegge domicilio a tutti gli effetti 



di legge, 



CHIEDE 



MINISTERO 0EUMNOU5>»«»A 



Prot. N'-.i?- 



3 0 NOV. 1998 



I 



Che Codesto Spettabile Ufficio provveda ad apportare le seguenti 



correzioni come dalle seguenti postille che abbiamo riportato sul testo 
precedentemente integrate con nostra istanza di correzione e 
integrazione del 20.10.1998 protocollo n. 803745: 



Postillal: 



Pag. Riga 



26 18 

29 6 

30 13 

31 4,21 

51 18,19.20.21 

55 6,7,12, e ultima riga 

56 1,10 
59 4 

63 6 

64 16 

68 6,7,9,10,11 

70 2.4,5,6,7.8 

71 dope Tabella 12 righe: 2,3,4,5.6,7 

76 2 

77 dope Tabella 16 righe: 1,5,6,7,8,9,10 

81 2 

82 15 
85 2 
87 21 

90 dope Tabella 20 righe: 2,3,4 e penultima e ultima riga 

91 dope Tabella 22 righe: 2,3 

92 penultima riga 

93 dopo Tabella 24 righe: 1 ,6 

94 921 

95 dopo Tabella 25 righe; 1 ,2 

97 2,3,17 

98 penultima riga 

103 dopo Tabella 32 riga 1 

119 4 



trasformare il termine/'mg" in " ng" ed il termine "ml" in 
Postilla 2: Pagina 103, riga 23: sostituire "IFNa.lFNb" con 
"IFNaJFNP" 

Postilla 3: Pagina 1 37. riga 23 e a Pagina 1 38, riga 5: sostituire 
■RGDD" con "RGDA". 

Postilla 4; Pagina 44, riga 1 sostituire "CaOH" con "COOH". 
Roma. 30.11.1998 



II Mandatario 




Dr.ssa IVIARIA VITTORIA 



PRIMICERI 



della NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A. 



